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OZET

Bu c¢alismada metal ile kirletilmis ortamlardan izole edilen aktinomiset
izolatlarinin metal tolerans ve biyosorpsiyon yetenegi belirlenmistir. Daha sonra
istatistiksel hesaplarla tolerans ve biyosorpsiyon arasinda bir iligki olup olmadigi
aragtirtlmistir. Farkli tolerans yetenegine sahip izolatlarin niimerik taksonomik, en iyi
biyosorpsiyon yetenegine sahip izolatin ise kemotaksonomik siniflandirilmasi
yapilmustir.

Calismamizda toplam 42 lokalite olmak iizere metal ile kirletilmis toprak ve
sediment Orneklerinden 135 aktinomiset izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlar 8 agir
metalin (nikel, kobalt, c¢inko, bakir, demir, kadmiyum, kursun, civa) 5’ er
konsantrasyonuna kars1 kalitatif, yar1 kantitatif ve kantitatif yontemler kullanilarak
metal toleransi acisindan test edilmistir. Daha sonra farkli derecede tolerant olan 18
izolat segilip kursuna karsi biyosorpsiyon yetenekleri arastirilmis ve tolerans ile
biyosorpsiyon arasinda bir iliski olup olmadigina bakilmistir. Aktinomiset izolatlarinin
metal toleransi ile biyosorpsiyon arasinda bir iliskinin olmadigi kanisina varilmistir.
Biyosorpsiyon asamasinda en iyi sonu¢ veren 723 kodlu izolatin biyosorpsiyon
yeteneginin kesikli ve siirekli sistemlerde optimum kosullar1 belirlenmistir. Belirlenen
optimum kosullar g6z Oniine alinarak 723 kodlu izolat, daha biiylik Olgekte
biyosorpsiyon performansi belirlenmesi amaciyla akigkan reaktor sisteminde test
edilmistir. Bu asamada 723 kodlu izolatin biyosorpsiyon kapasitesi ve uzun siire kararl
kalmas1 dikkat cekicidir. Calisma sonunda ise farkli tolerans yetenegine sahip 16
izolatin niimerik taksonomik, 723 kodlu izolatin ayni zamanda kemotaksonomik
Ozellikleri de belirlenmistir. Calismamizda yeni tiir olabilecek Streptomyces izolatlar
elde edilmis ve biyoremediasyon amaciyla kullanilabilecek aktinomiset izolatlar1 tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aktinomiset, Metal toleransi, Biyosorpsiyon
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SUMMARY

In this study, metal tolerance and biosorption ability of actinomycetes strains
from environment polluted with metal is determined. After that, whether there is a
relation between tolerance and biosorption or not is investigated via statistical
calculations. The strains having different tolerance ability are classified as numeric
taxonomic and strains having the best biosorption ability was chemotaxonomically

classified.

In this research, 135 actinomycetes strains were isolated from soil and sediment
samples polluted with metals. These strains were tested in terms of metal tolerant in
solid and liquid media with 5 concentrations of 8 heavy metals (nickel, cobalt, zinc,
copper, iron, cadmium, lead, mercury). Then, biosorption ability researches were
performed 18 metal tolerants having different degrees and whether there is a connection
between tolerance and biosorption was examined. Actinomycetes strains do not have
any relation with biosorption, which is obtained result from that experiment. Optimum
conditions of strain with the 723 code which have the best performance on the process
of biosorption ability are determined in batch and packed-bed columns. Considering the
optimum conditions determined, strain 723 was tested in continuous-flow stirred
reactors to determine the biosorption performance in bigger volume. In this process,
biosorption capacity and stability of strain 723 was remarkable. At the end of the study,
16 strains having different tolerant ability are determined numeric taxonomic and strain
723 has not only numeric taxonomic but it has also chemotaxonomic features. As a
result, Streptomyces strains can be new species were isolated and actinomycetes strains

which can be used for the aim of bioremediation were determined.

Keywords: Actinomycetes, Metal tolerance, Biosorption
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1. GIRIS

Giliniimiizde Diinya niifusunun hizli artis1 ¢esitli ¢evre sorunlarinin olugsmasina
yol agmakta ve niifus artisina bagl olarak artan ihtiyac¢ ve talepler dogal kaynaklarin
hizla tiikenmesine neden olmaktadir. Bunun sonucunda dogal kaynaklarin insanlar
tarafindan isletilmesi ve dilizenlenmesi bir siire sonra var olan dogal dengenin
bozulmasina yol agmakta ve ¢esitli ¢evre sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

Canlilar ve ¢evre arasindaki etkilesim 4 asamada 6zetlenmistir. Bu asamalar;

1. Cesitli kirleticilerin dogal ortamlara veya ekosistemlere alim giiciinden fazla

yiiklenerek ¢evre kirliliginin olusturulmast,

2. Yasam ortamlarindaki kirleticilerden etkilenerek canlilarin ¢esitli hastaliklara

yakalanmasi ve bir kisim bireyin dlmesi,

3. Kirliligin asir1 ilerlemesi halinde hassas canli tiirlerinin yok olarak nesillerinin

tilkkenmesi,

4. Ekosistemleri olusturan bir¢ok canli tliriiniin neslinin tlikenmesiyle,

ekosistemlerin fonksiyonel gerilemesi ve zamanla yok olmasi, seklinde

siralanabilir (Sag, 2002).

Ekosistemdeki denge icin en ¢ok tehlike olusturan unsur; cevre kirliligidir.
Kirlilige neden olan zararlit maddeleri bazi arastirmacilar 3 grup altinda toplamislardir:

1. Biyolojik bakimdan ayristirilabilenler; kanalizasyon sular1 ve organik
maddelerden olusan ¢opler.

2. Aynstirilamayan maddeler; ¢oplerdeki metaller, cam maddeler, sentetik
maddeler ve deterjanlar.

3. Zehirler; gazlar, agir metaller, pestisitler, radyoaktif maddeler (Sag, 2002).

Bu kirleticilerden en 6nem kazananlar1 ise dogada uzun siire bozunmadan
kalabilen ve canlilara dogrudan veya besin zinciri aracilifiyla zarar verenlerdir. Agir
metal kirliligi, canlilarda hem dogrudan hem de besin zinciri aracilifiyla telafisi
neredeyse imkansiz tahribat yaratan bir kirlilik tipidir. Agir metaller endiistrilesmis
iilkelerde toprak ve sularin 6nemli Ol¢lide kirlenmesine neden olmaktadir. Yogun
endistriyel kullanim, kadmiyum, kursun, civa, bakir, nikel, krom ve demir gibi yiiksek
toksisiteye sahip metallerin ¢evrede dogal jeokimyasal dongiilerin tolere

edebileceginden yliksek oranda birikmesine neden olmaktadir.



Metaller zaman zaman bazi sorunlar teskil etseler de doganin bir pargasidir.
Cesitli nedenlerle, dogal veya dogal olmayan yollarla bulunduklar1 ortamlarda ytiksek
konsantrasyonlara ulasabilirler. Canlilar i¢in metallerin yiiksek konsantrasyonlari
toksik etkilere yol acarken, bazilarinin diisiik konsantrasyonlar1 mikroorganizmalar ve
tiim canlilik i¢in hayati 6nem tagir.

Metaller, bircok biyokimyasal tepkime i¢in kritik bilesenlerdirler. Sodyum
(Na"), potasyum (K"), kalsiyum (Ca*") ve magnezyum (Mg>") gibi daha hafif metaller
enzimlerin kofaktorleri olarak kullanilmanin yanisira oksidatif fosforilasyon ve osmotik
denge saglanmasi gibi olaylarda hiicre icin biiyilk 6nem tasirlar. Biyolojik sistemler
baz1 agir metallerin diigiik konsantrasyonlarina da biliylime ve metabolik fonksiyonlari
igcin gereksinim duyarlar. Ornegin, mikroorganizmalar gelisimleri sirasinda
cevrelerinden bakir (Cu), ¢inko (Zn), demir (Fe), nikel (Ni), mangan (Mn) ve kobalt
(Co) gibi metalleri alarak biinyelerinde biriktirirler. Esansiyel miktardaki bu metaller
birgok proteinin prostetik grubu olarak ve enzimlerin aktif kistmlarinin yapiminda, bazi
enzimatik reaksiyonlarda kofaktdr olarak, porfirinlerde merkez olarak ve hiicre iginde
onemli redoks tepkimelerinde i goriirler (Cizelge 1.1) (Mills, 1997).

Yasam standartlarinin giderek yilikselmesi nedeniyle insanlarin gereksinimleri
artmistir. Teknolojinin hizli ilerlemesi bu gereksinimlerin daha kolay karsilanmasini
saglarken ayn1 zamanda bazi ¢evre sorunlarini da beraberinde getirmistir. Bu nedenle
metaller dogal bulunma nedenlerinin disinda farkli sebeplerle de karsimiza ¢ikmakta ve
daha yiiksek konsantrasyonlara ulagmaktadirlar. Onemli derecede toksisiteye sahip olan
bazi metaller ve kullanim alanlarina 6rnek verecek olursak, Arsenik; bakir, ¢inko,
kursun gibi madenlerin aritimi, cam yapimi ve pestisit {iretimi sirasinda, boyalarda, fare
zehirlerinde, fungisitlerde, ahsap koruyucularda bulunmaktadir. Kursun; pestisitlerde,
kursun kalemlerde ve pillerde kullanilmaktadir. Civa; pestisitlerde katalizor olarak ve
yosun Oldiiriiciilerde  kullanilir, volkanik emisyonlarin  yerkiire kabugundan
buharlagmasi ile dogal olarak g¢evreye yayilir. Bakteriler civayr organometalik civa
kompleksleri haline doniistiiriir ki metil-Hg oldukg¢a yiiksek toksisiteye sahiptir
(http://www.atal.tubitak.gov.tr/istanbul/DenizSarica.pdf).



Cizelge 1.1. Baz1 enzimlerin kofaktor olarak ihtiya¢ duyduklart metal iyonlari
(Lehninger, 1993)

Iyon Enzim adi
Alkol dehidrogenaz

Zn** Karbonik anhidraz
Karboksipeptidaz
Fosfohidrolaz

Mg2+ Fosfotransferaz
Hekzokinaz

) Arjinaz

Mn
Fosfotransferaz
Sitokromlar
Peroksidaz

Fe’ ya da Fe’*
Katalaz
Ferrodoksin
Tirozinaz
Cu?** (Cuh)
Sitokrom oksidaz
< Piriivat fosfokinaz (ayni zamanda Mg a da ihtiyag

duyar)

Na' Membrana bagli ATPaz (ayni zamanda Mg ve K a

a
da gereksinim duyar
Co*" (Co") Kobalamin (Vitamin B),)
Azot fiksasyonu
M O4+ (M 05+)

Nitrat rediiksiyonu

Kadmiyum endiistride, koruyucu ¢elik levha yapiminda, PVC stabilizasyonunda,
plastik ve camlarin iginde pigment olarak, nikel-kadmiyum bataryalarinda elektrot
malzemeleri olarak ve ¢esitli alasimlarin bilesiminde kullanilir (Akar, 2001).

Kobaltin kullanim alanlari; seramik ve cam sanayilerinde (kobalt silikat),
boyacilikta kurutma maddesi olarak, sirlamada, sirrin daha iyi yapigmasi i¢in (kobalt
oksit), yiiksek sicakliga dayanikli alasimlarin, yar iletkenlerin, manyetik alagimlarin

yapimi gibi amaglar i¢in gerekli olmasi nedeniyle oldukca genistir. Kobalt tuzlar



yiiksek oranda renk potansiyeline sahip olduklarindan eski zamanlardan beri pigment
tiretiminde kullanilmaktadir (Akar, 2001).

Nikel, paslanmaz celik iiretimi, ¢imento imalati, nikel alagimlar1 ve nikel
levhalar, tasitlar, makineler, silahlar, el aletleri, elektrik malzemeleri, ev cihazlar1 ve
madeni para iiretiminde, nikel bilesikleri ise pillerde kullanilir (Akar, 2001).

Agir metal kirliligi iceren atik su kaynaklar baslica {i¢ endiistriden gelir: Maden
endiistrisi, metal endiistrileri ve sanayi kuruluslari. Zehirleyici 6zelliklerine ragmen
tagidiklar1 teknolojik Onem nedeniyle agir metaller, endiistride genis Olgiide

kullanilmakta ve endiistriyel atiklardan belli miktarlar besin zincirine girmektedir

(Kiligarslan, 1999).

1.1. Agir Metaller ve Kursun

Metaller kimyasal olarak periyodik tablonun sol kisminda bulunan alkali ve
toprak alkali gruplar (1A ve 2A) ve gecis metallerini (2B ve 3B) igerir. Ayni periyot
icinde kiyaslandiginda daha agir metaller 3A ve 6A gruplarn arasinda yer alir ve bu
kisim 6zellikle aliiminyum (Al), germanyum (Ge), antimon (Sb) ve polonyum (Po)’ a
da izin verir. Tablonun daha saginda yer alan elementler metal olarak degerlendirilmez.
Bu kisimda g¢evrede az miktarda bulunan selenyum (Se) ve arsenik (As) ise metal
olmamalarina ragmen siklikla agir metallerle birlikte diistiniiliir. Cevreyi olumsuz
bicimde etkileyen genel agir metallere 6rnek olarak; kadmiyum (Cd), krom (Cr), kobalt
(Co), bakir (Cu), kursun (Pb), civa (Hg), nikel (Ni), gimiis (Ag), kalay (Sn), ¢inko (Zn)
verilebilir (Mills, 1997).

Kursunun atom agirligi 207.19 g/mol, atom numarasi 82, kaynama noktasi

1750 °C, erime noktas1 327.5 °C ve yogunlugu 11.4 g/ml’ dir. izotoplar ilk
kesfedilen elementtir. Biiyiik 6l¢iide uranyumun radyoaktif bozulma iiriinii olarak
olusur.

Kursun mavimsi gri renkte bir agir metaldir. Anorganik kursun tuzlarinin bir
kismi (asetat, nitrat tuzlar1 gibi) suda ¢oziindiigii halde, bir kismi (kursun stilfat) suda
¢oziinmez. Organik kursun bilesiklerinden, alkil kursun bilesikleri lipofilik olup
toksikolojik agidan 6nem tasirlar (Doner Dedeoglu, 2000).

Kursunun endiistrideki kullanim alani oldukca genistir. Baslica otomobil

endiistrisinde ve otomobil akiimiilatdrlerinin yapiminda, kablo kaplanmasinda, matbaa



harflerinin dokiimiinde, lehim yapiminda, yatak metalleri dokiimiinde, silah yapiminda,
metalik levha yapiminda, kimyasal madde elde edilmesinde, porselen ve seramik
sanayisinde kullanilir (Kiligarslan, 1999).

Kursun madenleri ve metal endiistrileri, akii ve pil fabrikalari, petrol rafinerileri,
boya endiistrisi ve patlayici sanayi atiksularinda da istenmeyen derisimlerde kursun
kirliligine rastlanir. Pil fabrikasi atiksularinda 5-66 mg/l, asidik maden drenajlarinda
0.02-2.5 mg/l, tetra etil kursun iireten fabrika atik sularinda 125-150 mg/l organik, 66-
85 mg/l inorganik kursun kirliligine rastlanmistir. Kursun hava, su, toprak yoluyla,
solunumla ve besinlere karigarak biyolojik sistemleri etkiler (Kiligarslan, 1999).

Kursun zehirlenmesinde en ¢ok etkilenen organlar beyin, periferik sinir sistemi,
bobrekler ve kemik iligidir. Kursunun en 6nemli toksik etkisi “hematopoietik sistem”
(kan hiicrelerinin olugmasiyla ilgili sistem) {iizerinedir. Kursun eritrositlerle
ekstraselliiler siv1 arasindaki su-elektrolit alis-verisini bozarak eritrositlerin su ve K'
kaybetmesine neden olur. Eritrositlerin zar biitlinliigii bozulur, par¢alanmasi kolaylasir

ve hemoliz anemi olusur. Kursun ayrica hem biyosentezini etkiler (Cabuk, 2001).

1.2. Metallerin Ekosistem ve Canlilar Uzerine Etkileri

Agir metal kirliligi, endiistriyel aktivitenin yogunluguna bagli olarak diinya
capinda sorun oldugu distiniilen bir kirlilik tipidir. Yogun endiistriyel kullanim,
kadmiyum, kursun, civa, bakir, nikel, krom ve demir gibi yiiksek toksisiteye sahip
metallerin dogal jeokimyasal dongiilerin tolore edebileceginden yiiksek oranda
birikmesine neden olmaktadir (Nriagu and Pacyma, 1988). Metaller ekosistemde
yiiksek konsantrasyonlara ulastiklarinda enzim inhibisyonuna neden olduklarindan
dolayr tiim canlilik i¢in biiyiik bir tehlikedir ve kontrol altinda tutulmasi gerekir.
Insanda metaller normal dozu asacak olursa doku ve organ harabiyeti (6zellikle bobrek,
karaciger ve beyin), genetik olarak bir sonraki nesilde ortaya cikabilecek veya Menkes
ve Wilson sendromlar1 gibi metabolizma bozukluklarina neden olur (Silver and Phung,
1996). Bunun yaninda kiiclik yastaki ¢ocuklarin uzun siire kursun kirliligine maruz
kalmast sonucu noérolojik kusurlar olusmasi, morfolojik kalitsal bozukluklarin ortaya
cikmasi gibi sorunlarla karsilasilabilir. Deney hayvanlariyla yapilan g¢alismalarda
dogmamis ceninin, doganlar ve c¢ocuk beyinlerine oranla daha da hassas oldugu

belirlenmistir (Doner Dedeoglu, 2000).



Cesitli sebeplerle karsimiza ¢ikan metal kirliligi sorunu genel olarak ekosistem
icin bir tehdit unsurudur. Agir metaller, besin zincirine dahil olarak sadece metal ile
kirletilmis ortamda yasayan canlilar i¢in degil zincirdeki tiim canlilar i¢in de tehlike arz
eder. Ekosistemde metal konsantrasyonu artisinin oniine gecilemezse madde dongiisii
tehlikeye girer. Sadece metal tolerant canlilar tarafindan stirdiiriilmeye c¢alisilan madde
dongiisii ise metal konsantrasyonunun gittik¢e artmasi durumunda bu canlilarin, canlilik
Ozelliklerini yitirdikleri anda son bulur. Acil olarak bu ortamlarin 1slah1 yapilmalidir.
Madde dongiisiiniin devami i¢in metal tolerant canlilarin o ortama dahil edilmesinin
yaninda, ortamdaki metali absorblama yetenegine sahip ajanlar da 1slah amaciyla
ortama ilave edilmelidir.

Yogun endiistriyel kullanima sahip metaller otoepiirasyonun ve biyolojik
siireclerin inhibisyonu gibi ¢ok ciddi ¢evre sorunlarina neden olmaktadir. Metal kirliligi
iceren sularin evsel kullanima sunuldugu orneklerde ise, insan ve hayvanlarda metal
toksisitesi ile karsilagildigi bilinmektedir (Volesky and Holan, 1995; Bal et al., 2003).
Agir metal kirliligi 6nlenmedigi takdirde madde dongiisii tehlikeye girer ve canlilik i¢in
tehlike s6z konusu olur. Bu nedenlerle, metal iceren endiistriyel atik sularin, icerdigi
metal diisiik konsantrasyonda olsa bile alici su kaynagina iletilmeden once igerdigi
metallerden arindirilmalari 6nemli ve gerekli bir uygulamadir.

Atik sularin toksik metallerden arindirilmasini kolaylastirmak i¢in metaller
beslemede gogunlukla siispansiyon ve ¢ozelti halinde bulunmaktadir. Iyon degisimi,
cokeltme ve elektrokimyasal prosesler, metallerin sulardan ve endiistriyel atiklardan
uzaklastirilmas1 amaci ile yaygin olarak kullanilan kimyasal yontemler arasindadir
(Veglio and Beolchini, 1997). Ancak teknik ve/veya ekonomik nedenler, bu
yontemlerin kullanimini bazen sinirlayabilmektedir. Bu amagla mikroorganizmalarin
kullanilmalari, geleneksel yontemlerle rekabet edebilecek diizeyde ucuz ve kolay
uygulanabilen yontemlerdir. Literatiirde bu amacla canli ve 6lii mikrobiyal hiicrelerin
kullanimina yonelik ¢ok sayida calisma goze carpmaktadir. Mikroorganizmalarin metal
isleme kapasiteleri, tathh su c¢evrelerinden metallerin konsantre edilmeleri,
uzaklastirilmalar1 ya da geri alinmalaria yonelik olarak kullanilabilecegi gibi atik su

aritim stirecinin etkinligini de arttirabilir.



Metal gideriminde kullanilan aritma yontemleri 4 esasa dayanir:

1. Indirgenme — Cékeltme Yontemi

Bu yontem o6zellikle kromlu atiklarin aritiminda kullanilir.  Yiiksek degerlikli
metal, ¢okebilen bir sekline indirgendikten sonra nétralize edilir ve reaktif fazlas1 metal
cokeltilir. Boylece ortam metalden arindirilmis olur.

2. Yiikseltgenme — Cokeltme Yontemi

Ozellikle demir ve mangan igeren atiklarin armdirilmasi igin tercih edilen bir
yontemdir.  Bu yontemde birbirini izleyen 3 basamak vardir; havalandirma,
sedimentasyon, filtrasyon. Coktiirme havuzunda, yiikseltgenmenin tamamlanmasi igin
gereken stirede tutulduktan sonra yiikseltgenmis metal, filtre ile sudan ayrilir. Kolayca
yiikseltgenmeyen metaller i¢in yalnizca havalandirma genel olarak etkisizdir. Bu
durumda prosese kimyasal yiikseltgenme basamagini da eklemek gerekmektedir.

3. Notralizasyon — Cokeltme Yontemi

Bakair, ¢inko, nikel, demir igeren sular1 arindirmak i¢in 6nce atik nétralize edilir
ve sonra ¢okme ile bu metaller ayrilir. Notralizasyon derecesi, pH derecesinin
Olclilmesi ile tayin edilir. Sulu ¢ozelti icerisindeki aktif H iyonu derisiminin negatif
logaritmas1 notralizasyon derecesine karsilik gelir.

4. Iyon Degisimi

Iyon degisimi yontemi agir metal iyonlarmm, elektrostatik kuvvet ile
fonksiyonel grup halinde kat1 yiizeyinde tutularak, ortamdaki, farkl tiirdeki iyonlarla
degistirilme ilkesine dayali bir yontemdir. Bu amacla iyon degistirici recineler
kullanilir (Kiligarslan, 1999).

Metal ile kirletilmis ortamlarin 1slahi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Metalle kirletilmis ortamlarin  yeniden bitkilendirilmesi ve dolayisiyla madde
dongiisiiniin devami1 amaciyla metal iceren topraga mikorizal mantar, bakteriyal
endospor, aktinomiset ve diger heterotrofik bakteriler dahil edilerek ortamin i1slahi
amaclanmistir (Gannon et al., 2002; Giasson et al.; 2006; Lin et al., 2007). Bazi
caligmalar ise metal tolerant olmayan canlilarin biyoteknolojik yontemler kullanilarak
genetik yapisinin  degistirilmesi ve bunun sonucunda canliya metal toleransi
kazandirilmasi amaciyla gergeklestirilmistir (Zhang et al., 2006).

Bazi mikroorganizmalar toksik elementlere yiiksek konsantrasyonlarda direng

gosterme yetenegindedirler (Wood and Wang, 1983). Mikroorganizmalar metal kirliligi



olan ortamlarda bazi1 diren¢ mekanizmalar1 gelistirerek agir metal toksisitelerini belirli
bir seviyeye kadar indirgeyebilir veya ortadan kaldirabilirler. Bu mekanizmalar kisaca:
oksidasyon ve rediiksiyon, metal iyonlarini soliisyondan uzaklastiran intraseliiler
polimerler sentezleme, hiicre ylizeylerinde metal iyonlarin1 tutabilen proteinler
bulundurma, hiicre ylizeylerinde metal iyonlarini ¢oziilemez metal kompleksleri halinde
coktiiren  mekanizmalar  bulundurma, biyometilasyon sonrasinda  difiizyon
mekanizmasini kullanarak metal bilesiklerini hiicre disina atma olarak ozetlenebilir.
Yapilan bir kisim ¢alismalar metal tolerant olan  mikroorganizmalarin
ekstrakromozomal DNA molekiillerine (plazmid) sahip oldugunu ortaya koymustur
(Silver and Phung, 1996).

1.3. Biyosorpsiyon

Adsorpsiyon, bir maddenin diger bir madde yiizeyinde veya iki faz arasindaki
ara yilizeyde konsantrasyonunun artmasi ya da baska bir ifade ile molekiillerin,
etkilestikleri yiizeydeki ¢cekim kuvvetlerine bagli olarak o yiizeyle birlesmesini olarak
tanimlamaktadirlar. Diger bir tanima gore ise, adsorpsiyon gaz buhar ya da siv1 fazinda
veya herhangi bir ¢ozeltide bulunan ¢oziinmiis maddelere ait molekiil, atom veya
iyonlarin, kati1 bir maddenin yiizeyinde tutunmasi olayidir. Adsorpsiyonda adsorbe
edilen maddeye adsorplanan, adsorbe eden kati maddeye adsorban denilmektedir (Akar,
2005).

Biyosorpsiyon sulu ¢ozeltilerden metal, boya vb. kirleticilerin arindirilmasinda
canli, 0lii veya bunlarin tlirevleri olan biyokiitlelerin kullanilarak uzaklastirilmasi
olayidir. Biyosorpsiyonda kullanilan adsorbanlar biyolojik materyallerdir.

Canli, cansiz veya islem gormiis biyokiitlelerin  biyosorpsiyonda
kullanilabilmesinin yaninda cansiz formlarmn kullanimmnin diger formlara gore bazi
avantajlart vardir. Canliligin1 koruyabilmesi i¢in besin kaynagina ihtiya¢ duyan
hiicrelerin biyosorpsiyon siiresince canli kalabilmesi ¢ok zordur ve ortamdaki
toksisiteden korunmasi gerekir. Oysa cansiz hiicrelerin biyosorpsiyon amaciyla
kullanilmas1 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bunlar s0yle siralanabilir;

1. Toksik maddelerden etkilenmezler,

2. Besin kaynagi gerekmez,

3. Geri kazanimlar1 kolay olup defalarca kullanilabilirler,



4. Yapilarinda herhangi bir bozulma olmadan uzun siire saklanabilirler (Akar,
2005).

Metal ile kirletilmis sucul bir ekosistemin veya atik sularin arindirilmasinin en
dogal yolu biyosorpsiyon yetenegi olan biyolojik ajanlarin o ortama dahil edilmesinden

gecmektedir.

1.3.1. Biyosorpsiyon mekanizmalari

Biyosorpsiyon, adsorpsiyon esasina dayanan bir mekanizmadir. Adsorpsiyon,
adsorbentin yilizeyindeki molekiiller arasindaki kuvvetlerin denklesmemis olmasindan ileri
gelir.  Adsorpsiyonda rol oynayan kuvvetler, kati yilizey ile diger fazlar arasinda
adsorplanan maddenin derisim, basing ve elektrostatik yiiklerinin farkli olmasindan
meydana gelen kuvvetlerdir. Kat1 ylizeyindeki atom ya da molekiiller denklesmemis
kuvvetler tarafindan ¢ozeltide ¢ozlinmiis maddelerin kati yiizeyine dogru ¢ekilir, bu yiizey
kuvvetleri dengelenmis olur ve sonu¢ olarak ¢6ziinmiis maddenin adsorpsiyonunun
gergeklesir.

Adsorpsiyon tiirleri 3 grup altinda incelemistir. Adsorpsiyon olaylarinin ¢ogu
adsorpsiyonun bu ii¢ seklinin bilesimidir. Yani adsorpsiyonun degisik tiplerini etkileyen
farkli kuvvetler ara yiizeyde 6zel bir ¢oziinenin birikimine neden olmak i¢in birlikte etkiler.
Bu adsorpsiyon tipleri sunlardir;

1. Yer degistirme adsorpsiyonu

(Coziinen ile sorbent arasinda elektriksel etkilesme sonucu olusan adsorpsiyon
tipidir. Bu adsorpsiyon ylizeydeki yiiklii bolgelere elektrostatik kuvvetler ile ¢ozeltideki
iyonik karakterde adsorblananlarin ¢ekilmesi sonucu olusur. Bu tiir adsorpsiyonda sorbent
ve adsorplananin iyonik giicleri onemlidir. Esit yiikli iyonlar i¢in molekiiler biiyiikliik
adsorpsiyonun tercih derecesini belirler ve daha kii¢iik iyon tercih edilir.

2. Fiziksel adsorpsiyon

Adsorpsiyon 1s1s1 -20 kJ/mol civarinda olan etkilesimler sonundaki tutunmalara
fiziksel adsorpsiyon denir. Fiziksel adsorpsiyon sirasinda atom, molekiil ya da iyon
seklinde olabilen adsorblanan tanecikler ile kat1 yiizeyi arasinda uzun mesafeli, fakat zayif
olan Van der Waals ¢ekim kuvvetleri etkindir. Fiziksel adsorbsiyon bir tabakali ya da ¢ok

tabakali olabilir. Tim fiziksel adsorpsiyonlar ekzotermik ve tersinirdir.
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3. Kimyasal adsorpsiyon

Adsorpsiyon 1si1s1 -200 kJ/mol civarinda olan etkilesmeler sonundaki
tutunmalara kimyasal adsorpsiyon denir. Kimyasal adsorpsiyon sirasinda ise tanecikler ile
yilizey arasinda bir kimyasal bag ve genellikle de kovalent bag olusmaktadir. Kimyasal
adsorpsiyon yalnizca bir tabakalidir. Bu adsorpsiyon tipi ekzotermik ya da endotermik

olabilir ve tersinir degildir (Kiligarslan, 1999).

1.3.2 Biyosorpsiyon amaci ile kullanilan mikroorganizmalar

Aralarinda krom, kobalt, nikel, bakir, ¢inko, kadmiyum, kursun, altin ve toryum’
un da bulundugu birgok metalin mikroorganizmalar ile biosorpsiyonuna yonelik ¢ok
sayida arastirma yapilmistir. Bu arastirmalarda alg ve bakteri tiirleri ile maya, kiif ve
makrofungus formunda c¢esitli mantar tiirleri yogun olarak calisilmistir (Gadd, 1990;
Tobin et al., 1990; Aksu et al., 1992, 1999; Muraleedharan et al., 1995; Sag et al., 1995,
2000a, 2000b; Volesky and Holan, 1995; Leyval et al., 1997; Chang et al., 1998; Sing,
and Yu, 1998; Yetis et al., 1998; Arica et al., 2001; Gabriel et al., 2001; Sag and Aktay,
2001; Yalgikaya et al., 2002; Ozcan ve Ozcengiz, 2003). Bu ¢alismalarda, sz konusu
mikroorganizmalarin, canli ve 6lii formlarmin kullanimi ile atiksularda bulunan gesitli
metallerin giderimi ¢alisilmis ve biyosorpsiyon kosullar1 kaydedilmistir. Ancak gesitli
literatiirlerde metallere yiiksek tolerans gdsterdikleri vurgulanan aktinomiset tiirleri ile

gergeklestirilen biyosorpsiyon ¢alismalariin nispeten az sayida oldugu goriilmektedir.

1.3.3. Aktinomisetler ve metal biyosorpsiyonu

Aktinomisetler bakteriler iginde incelenen ancak bir¢ok 6zellikleriyle funguslara
da benzeyen, dallanmig filament yapisi olusturan, basarili biiyiimenin ve dallanmanin
sonucunda miselyum adi verilen kollara ayrilmig ags1 yapilar sayesinde spor
olusturabilen, gram pozitif bakterilerdir.

1875 de Ferdinand Chon insan gozyasi kanalinda ipliksi bir organizma tespit
etmis ve onu “Streptothrix foersteri”’ olarak isimlendirmistir. 1890’ da Gasperini ve
Lanchner-Sandoval bu organizma grubuna ‘“actinomycetes” ismini ilk defa vermistir

(Yiicel, 2007).
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Aktinomisetlerin morfolojileri; organizmanin yapisina, ortamin yapisina,
biiyiime sartlarina, 6zellikle de havalanma ve biiyiimeyi tesvik edici ve inhibe edici
maddelere baghdir.

Toprakta bol miktarda bulunurlar. Ozellikle alkali ve nétral topraklarda bol
miktarda bulunurlar, daha diigiik su potansiyeline gereksinim duyarlar. Laboratuvar
ortaminda petri kaplarinda aktinomiset kolonileri diger mikroorganizmalardan
ayrilabilirler. Kompakt kuru yiizeyli koloniler olustururlar ve genelde havasal miselle
kaplanirlar. Sekerler, alkoller, organik asitler, aminoasitler ve baz1 aromatik bilesikleri
karbon kaynagi olarak, kazein ve nitrat1 azot kaynagi olarak kullanirlar.

Streptomyces oldukca fazla sayida ve cesitte tliirden olusan genis bir cinstir.
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ de bes yiiziin {izerinde Streptomyces tiirii
tanimlanmaktadir. Ipliksi yapidaki bu organizmalarda biiyiime, ipliklerin ug
noktalarinda gergeklesir ve buna genellikle dallanma eslik eder. Sonugta olusan
koloninin aldig1 sekle miselyum denir. Koloni yaslandik¢a bu canlilara 6zgii olan,
kolonin iizerine dogru olusan ¢ikintilar goriiliir ve bunlara sporofor adi verilir. Bu
yapilar spor olustururlar. Streptomyces sporlarina konidya adi verilir ve bu sporlar
Bacillus' ta ya da Clostridium' da goriilen sporlardan farklidir. Konidya ve sporoforlar
genellikle pigment igerir ve bu pigmentler olgun kolonilere karakteristik bir renk verir.
Olgun kolonilerin ayni zamanda pudramsi bir goériinimii de vardir ve bu da
Streptomyces’ in tanimlanmasini oldukg¢a kolaylastirir (Yiicel, 2007).

Az sayida suda yasayan tiir igermesine ragmen Streptomyces tiirleri esas olarak
toprakta yasar. Hatta "toprak kokusu" dedigimiz kokunun sebebi bu canlilarin geosmin
ad1 verilen metabolik tiriinleridir.

Streptomyces cinsine ait tiirler zorunlu aeroblardir ve c¢ok cesitli maddelerle
beslenebilirler. Bu grubun en 6nemli 6zelliklerinin basinda antibiyotik iiretme ve metal
tolerans1 Ozellikleri gelir. Bes yiiziin ilizerinde antibiyotik maddenin Streptomyces
tarafindan iiretildigi saptanmistir ve bu durum ekonomi ve saglik agisindan bu canlilar
oldukca 6nemli kilmaktadir. 50' den fazla Streptomyces antibiyotigi giiniimiizde tip,
veterinerlik, tarim ve endiistri alanlarinda kullanilmaktadir.

Aktinomiset grubu bakterilerin metaller ile iliskisini konu alan c¢esitli
caligmalarda, bu bakterilerin metallere tolerant izolatlari, toprak (Amoroso et al., 2000;

Mengoni et al., 2001), tatli su (Amoroso et al., 1998) ve deniz (Ravel et al., 1998)
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ortamlarindan izole edilmistir. Baz1 aktinomiset izolatlarindan metallerin hiicre igine
alinmasindan sorumlu genlerin (Amoroso et al., 2000) ve bazilarindan da metal
toleranst ile iliskilendirilen plazmidlerin varligi (Ravel et al., 1998; Amoroso et al,
2001) belirlenmistir. Bu nitelikteki izolatlarin bioremediasyon amaci ile kullanimini
Oneren c¢aligsmalar (Endo et al., 1996) konunun 6nemini vurgulamaktadir. Literatiirde,
aktinomiset grubu bakterilerin kitlesel biiyiimeleri ile elde edilen biyokiitlenin cansiz
formda kullanimi ile metal giderimini 6rnekleyen ¢alismalara da rastlanmaktadir. Bu
yolla basarili sonuglar alinmis metaller arasinda giimiis (Ag) (Mattuschka and Straube,
1993), Bizmut (Bi) (Bal et al., 2003), Kobalt (Co) (Mattuschka and Straube, 1993),
krom (Cr) (Mattuschka and Straube, 1993), cinko (Zn) (Bal et al., 2003), nikel (Ni)
(Mattuschka and Straube, 1993; Oztiirk et al., 2004), bakir (Cu) (Mattuschka and
Straube, 1993; Golab et al., 1995; Oztiirk et al., 2004), kadmiyum (Cd) (Mattuschka and
Straube, 1993; Puranik et al., 1995; Kefala et al., 1999), kursun (Pb) (Golab et al., 1991;
Mattuschka and Straube, 1993) ve uranyum (U) (Golab et al., 1991) bulunmaktadir.
Ancak gerek iilkemizde gerekse diinya ¢apinda metal tolerant aktinomiset izolatlar ile
gergeklestirilmis biyosorpsiyon ¢alismalarinin eksikligi hissedilmektedir.

Bir canli agir metallere karsi sadece tolerant ise; yalniz madde dongiisiiniin
devami ve kendi yasamini siirdiirmek adina yarar saglayacaktir. Oysa canli tolerant
olmasmin yaninda, metal biyosorpsiyonu yapabilme yetene§ine de sahip ise bu
yararlarinin yaninda metal ile kirletilmis ortamlarda metal tolerant olmayan canlilarin
da bulunmasini saglayabilecektir. Bu durumda akla metal toleransina sahip bir canlinin
ayn1 zamanda biyosorpsiyon yetenegi olup olmadigi gelmektedir. Rho ve Kim (2002)
Streptomyces cinsine ait birka¢ tiirlin kursun toleransimi ve c¢inko, bakir, kursun,
kadmiyumu adsorblama yetenegini ¢alismis ve bu g¢alisma sonucunda tolerans ve
biyosorpsiyon arasinda bir iligki olmadigini savunmugslardir. Oysa bunun aksi sonuglar
elde edilen ¢aligmalar da vardir. Cesitli kiiflerle yapilan bir ¢alismada kobalt, krom,
bakir, kadmiyum ve nikelin izolatlar {izerindeki minimal inhibisyon konsantrasyonlari
belirlenmis ve birden fazla metale karsi tolerans gosterilen 3 6rnegin kadmiyum ve
kroma kars1 biyosorpsiyon yetenekleri belirlenmistir.  Sonug¢ olarak tolerans ile
biyosorpsiyon arasinda dogrusal bir iliski oldugu gozlemlenmistir (Zafar et al., 2007).

Bu c¢alisma, Porsuk nehir sisteminden ve metaller ile kirletilmis oldugu

belirlenen toprak oOrneklerinden metallere direngli aktinomiset izolatlarinin elde
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edilmesi ve karakterizasyonu ile bu izolatlarin agir metal giderimi konusunda kullanim
olanaklarinin arastirilmasini amaglamaktadir. Ayrica bu calisma ile iilkemizde sucul
cevrelerde bulunan aktinomiset izolatlarina yonelik bilgi birikimine katkida bulunmak

da hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE METODLAR
2.1. Materyal

Calisma siiresince ¢ok sayida besiyeri ve ¢ozelti kullanilmistir.  Calismada
kullanilan diger kimyasal maddeler Cizelge 2.1’ de verilmistir.

2.1.1. Besiyerleri

Besiyeri 1: Nisasta Kazein Agar

(Cozilinlir nisasta 10.00 ¢
Vitamin free casein (Difco) 030 ¢
KNOs3 200 ¢
NaCl 200 g
K,;HPO,4 200 g
MgSO4 . 7 H,0O 005 ¢
FeSO4 . 7 H,O 001 ¢
CaCO; 002 ¢
Agar 18.00 g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Besiyeri igeriginde bulunan, K,HPO, disindaki diger malzemeler distile su
icerisinde ¢oziillip, steril edildikten sonra, daha Onceden hazirlanip, otoklavlanmis
K,HPOy, ¢ozeltisi besiyerine ilave edilmistir.

Sterilizasyondan sonra 50 ser pg/ml siklohekzimid ve nistatin igerecek bigimde
antibiyotik ilave edilen ortam (Williams and Cross, 1971; Goodfellow and Williams,
1983; Mc Carthy and Williams, 1990), aktinomisetlerin topraktan izolasyonunda
bliylime ortami olarak kullanilmistir (Kiister and Williams, 1964).



Besiyeri 2: Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4)
Coziiniir Nisasta
K,HPO,4
MgSO, . TH,O
NaCl
(NH4)2SO4
CaCO;
Shirling and Gottlieb iz element ¢ozeltisi*
Agar
Distile su

pH

10.00 g
1.00 ¢
1.00 g
1.00 g
200 ¢
200 ¢
1.00 ml
15.00 g
1000 ml
7.0-7.4

15

Nisasta, bir miktar soguk distile su ile ¢6ziildiikten sonra, hacim 1000 ml’ ye

tamamlanarak {izerine iz element cozeltisi disindaki diger besiyeri bilesenleri ilave

edilmistir. Besiyeri pH’ s1 ayarlandiktan sonra, 1.1 atm. basing altinda 121

Ke

sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasi besiyerine gerektigi

kadar iz element ¢dzeltisi ilave edilmistir (Shirling and Gottlieb, 1966; Korn-Wendish

and Kutzner, 1992).

* {7 element cozeltisi

FCSO4 . 7H20
MHC12 . 4H20
ZnS0Oy . TH,O

Distile su

Iz element cozeltisi hazirlandiktan sonra 1.1 atm. basing altinda 121

sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.

Besiyeri 3: Niitrient Agar

Ticari olarak alinan besiyerinden 23 g/l oraninda tartilarak hazirlanmastir.

0.10
0.10
0.10
100

g
g
g

ml

Ke
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Besiyeri 4: Yeast Extract - Malt Extract Agar (ISP 2)

Yeast Extract 400 g
Malt Extract 10.00 ¢
Glukoz 400 g
Agar 20.00 g
Distile su 1000 ml
pH 7.3

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziilip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Izolasyondan sonra aktinomiset kiiltiirleri ISP2 besiyerinde gelistirilip 4 °C’ de

muhafaza edilmistir.

Besiyeri 5: Yeast Extract - Malt Extract Broth

Yeast Extract 400 g
Malt Extract 10.00 ¢
Glukoz 400 g
Distile su 1000 ml
pH 7.3

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziiliip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °c sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.

Biyosorpsiyon asamasinda hiicre gelistirmek amaciyla kullanilmastir.

Besiyeri 6: Tryptone-Yeast Extract Broth (ISP 1)

Tripton 500 g
Yeast Extract 3.00 g
Distile su 1000 ml

pH 7.0-7.2



17

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziilip, pH ayarlamas1 yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Diaminopimelik asit profili belirlenecek olan izolatlar igin biiylime ortami olarak

kullanilmastir.

Besiyeri 7: Kati Minimal Medium (MM)

Glukoz 100 g
L-asparagine 050 ¢
K;HPO, 020 ¢
MgSO, . 7H,0 0.10 ¢
FeSO4 . 7TH,O 001 g
Agar 20.00 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziilip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.

Kalitatif ve yar1 kantitatif metal direng tayininde kullanilmistir.

Besiyeri 8: Sivi Minimal Medium (MM)

Glukoz 10.00 ¢
L-asparagine 050 ¢
K>;HPO4 020 g
MgSO, . 7H,0 0.10 g
FeSO4 . 7H,0 001 ¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziiliip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.

Kantitatif metal direng tayini amaciyla kullanilmistir.
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Besiyeri 9: Pepton — Yeast Extract — Iron Agar (ISP 6)

Bacto Pepton 15.00 g
Protease Pepton 500 g
Yeast Extract 1.00 g
Ferrik Amonyum Sitrat 050 g
K>;HPO4 1.00 g
Na Tiyostilfat 0.08 ¢
Agar 15.00 g
Distile su 1000 ml
pH 7.0-7.2

Besiyeri icerigi distile suda ¢6ziiliip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Bu besiyeri aktinomiset izolatlarinin melanin pigment iiretim 6zelliklerinin

belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and Gottlieb, 1966).

Besiyeri 10: Oatmeal Agar (ISP 3)

Yulaf unu (Oat Meal) 20.00 g
Shirling and Gottlieb iz element ¢ozeltisi  1.00 ml
Agar 15.00 g
Distile su 1000 ml

Ortamin hazirlanmasi i¢in, 20.00 g yulaf unu, 1000 ml distile suda 20 dakika
kaynatildiktan sonra, bir tiilbent ile filtre edilmistir. Filtratin kalan hacmi, distile su ile,

1000 ml’ ye tamamlandiktan sonra 1ml iz element ¢ozeltisi ilave edilmistir. Besiyeri,

pH’ st 7.2’ ye ayarlandiktan sonra, 100 ‘C de, buhar altinda tutularak sterilize

edilmistir.
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Besiyeri 11: Tirozin Agar (ISP7)

Gliserol 15.00 g
L-Tirozin 0.50 ¢
L-asparagine 1.00 ¢
K,;HPO, 050 g
MgSO, . 7TH,0 050 ¢
NacCl 0.50 ¢
FeSO, . 7H,0 001 ¢
Agar 20.00 g
Pridham and Gottlieb iz element ¢ozeltisi* 1.00 ml
Distile su 1000 ml
pH 7.0-7.4

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziilip, pH ayarlamasit yapildiktan sonra,
otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrasinda besiyerine gerektigi kadar iz element ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Bu besiyeri aktinomiset izolatlarinin melanin pigment iiretim 6zelliklerinin

belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and Gottlieb, 1966).

* Pridham and Gottlieb iz element ¢cozeltisi

CuSO, . 5H,0 064 ¢
FeSO, . 7H,0 0.11 g
MnCl, . 4H,0 079 ¢
ZnSO, . TH,0O 0.15 ¢
Distile su 100 ml

Iz element cozeltisi hazirlandiktan sonra 1.1 atm. basing altinda 121 °C

sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
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Besiyeri 12: Modifiye Bennett's Agar

Gliserol 20.00 g

L-Alanin 250 g

NacCl 1.00 ¢

CaCO, 0.10 g

FeSO, . 7TH,0O 0.10 g
MgSO, . 7TH,0 0.10 g

Agar 15.00 g

Distile su 1000 ml
pH 7.0

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziiliip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Izolatlarin biiyiime, yikim ve direng gibi dzellikleri ile ilgili calismalarda, bu ortamdan

yararlanilmistir (Locci, 1989).

Besiyeri 13: Esculin Rediiksiyon Ortamm

Yeast Extract 3 g
Ferik amonyum sitrat 05 ¢
Esculin 1 g
Agar 75 g
Distile su 1000 ml
pH 7.2
Besiyeri 14: Arbutin Rediiksiyon Ortam

Yeast Extract 3 g
Ferik amonyum sitrat 05 ¢
Arbutin 1 g
Agar 75 g
Distile su 1000 ml

pH 7.2
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Besiyeri 15: DNase Test Agar

DNase Agar 39.00 g
Distile su 1000 ml
pH 7.3

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziiliip, otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C
sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmigtir. Bu ortamdan, izolatlarin DNA yikim

ozelliklerinin belirlenmesi i¢in yararlanilmistir (Locci, 1989).

Besiyeri 16: Ure Rediiksiyon Ortanm

KH,PO, 910 ¢
Na,HPO, 950 ¢
Fenol kirmizisi 001 ¢
Yeast Extract 0.10 g
Distile su 1000 ml
Ure soliisyonu (% 15; g/ml) 133.0 ml
pH 7.2

Ure filtreden gegirilerek steril edilmis ve besiyerine daha sonra eklenmistir.

Besiyeri 17: Allantoin Rediiksiyon Ortami

Allantoin 333 ¢
KH,PO, 9.10 ¢
Na,HPO, 9.50 g
Fenol kirmizisi 001 ¢
Yeast Extract 0.10 ¢
Distile su 1000 ml

pH 7.2
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Besiyeri 18: Egg Yolk Medium

Bacto — Pepton 10.00 g
Glukoz 1.00 ¢
NaCl 10.00 g
Yeast Extract 500 g
Agar 12.00 g
Egg Yolk Emiilsiyonu 50.00 ml
Distile su 1000 ml
pH 7.0

Egg Yolk disindaki besiyeri igerigi distile suda ¢oziililip, otoklavda, 1.1 atmosfer

basing ve 121 °c sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir. Egg Yolk besiyerine

daha sonra steril kosullarda eklenmistir.

Besiyeri 19: Basal Mineral Tuz Ortam

Karbon kaynagi 1.00yada 10.00 g
(NH,),S0O, 264 g
KH,PO, 238 g
K,HPO, . 3H,0 565 ¢
MgSO, . 7TH,0 1.00 g
Pridham and Gottlieb iz element ¢ozeltisi* 1.00 ml
Agar 15.00 g
Distile su 1000 ml
pH 6.8-7.0

Bu besiyeri karbon kaynagi kullanim ortami olarak kullanilmistir. Karbon

kaynagi disindaki besiyeri igerigi distile suda ¢oziiliip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,

otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Karbon kaynaklar1 ise tindalizasyon yontemi kullanilarak steril edilmis ve besiyerine

daha sonra iz element ¢6zeltisi ile birlikte eklenmistir.
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* Pridham and Gottlieb iz element ¢cdzeltisi

CuSO, . 5SH,0 064 ¢
FeSO, . 7H,0 0.11 g
MnCl, . 4H,0 079 ¢
ZnSO, . TH,0O 0.15 ¢
Distile su 100 ml

Iz element cozeltisi hazirlandiktan sonra 1.1 atm. basing altinda 121 °C

sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.

Besiyeri 20: Nitrat Rediiksiyon Ortam

Nutrient Broth 13.00 ¢
KNO, 200 ¢
Agar 6.00 g
Distile su 1000 ml

Izolatlarin nitrat rediiksiyonu ve H,S iiretim aktivitelerinin belirlenmesinde

kullanilmistir (Locci, 1989).

Besiyeri 21: Basal Medium

Azot kaynagi 1.00 g
D-Glukoz 10.00 g
MgSO, . 7TH,0 050 ¢
NaCl 050 g
FeSO, . TH,0O 001 g
K,;HPO, 1.00 g
Agar 15.00 g
Distile su 1000 ml

Bu besiyeri azot kaynagi kullanim ortami olarak kullanilmistir. Azot kaynagi

disindaki besiyeri igerigi distile suda ¢oziiliip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra,
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otoklavda, 1.1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Azot kaynaklar1 ise tindalizasyon yontemi kullanilarak steril edilmis ve besiyerine daha

sonra eklenmistir.

Besiyeri 22: Yumusak Agar

Nutrient Broth 13.00 ¢
Agar 7.00 g
Distile su 1000 ml

Izolatlarin test organizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

amaciyla kullanilmistir (Williams et al., 1983a).

2.1.2. Cozeltiler ve diger kimyasal maddeler

Cozelti 1: Ringer Cozeltisi
Ringer tablet 1 adet
Distile su 500ml

1 adet ringer tableti 500ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti

bir izotonik ¢dzelti olarak is goriir.

Cozelti 2: Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

9 g NaCl 1000 ml’ ye distile su ile tamamlanarak ¢oziilmiistiir.

Cozelti 3: %20’ lik Gliserol Cozeltisi

20 ml gliserol, 100 ml’ ye distile su ile tamamlanilarak hazirlanmistir.

Cozelti 4: 1M NaOH Cozeltisi

4.1237 g NaOH (Merck), 100 ml’ ye distile su ile tamamlanip c¢oziilerek

hazirlanmistir.
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Cozelti 5: 1M HCI Cozeltisi
8,2898 ml HCI (Merck, %37, d=1.19 kg/l), 100 ml’ ye distile su ile

tamamlanarak hazirlanmistir.

Cozelti 6: 1M HNO; Cozeltisi
6.9743 ml HNO; (Merck, %65, d=1.39 kg/l), 100 ml’ ye distile su ile

tamamlanarak hazirlanmistir.

Cozelti 7: 1000 mg/I’ lik Nikel Cozeltisi
5.0032 g Ni(NOs3),.6H,0O (Acros Organics, %99) 1000 ml’ ye distile suyla

tamamlanarak ¢oziilmiistiir.

Cozelti 8: 1000 mg/I’ lik Kadmiyum Cozeltisi
1.6465 g CdCl, (Merck, %99) 1000 ml’ ye distile suyla tamamlanarak

¢Ozilmiistiir.

Cozelti 9: 1000 mg/I’ lik Kobalt Cozeltisi
4.0374 g CoCl, (Merck) 1000 ml’ ye distile suyla tamamlanarak ¢oziilmiistiir.

Cozelti 10: 1000 mg/I’ lik Kursun Cozeltisi
1.5985 g Pb(NO3), (Merck) 1000 ml’ ye distile suyla tamamlanarak

¢Oziilmiistiir.

Cozelti 11: 1000 mg/I’ lik Civa Cozeltisi
1.3535 g HgCl, (Fluka) 1000 ml’ ye distile suyla tamamlanarak ¢oztilmiistiir.

Cozelti 12: 1000 mg/I’ lik Cinko Cozeltisi
2.0848 g ZnCl, (Merck) 1000 ml’ ye distile suyla tamamlanarak ¢oziilmiistiir.



Cizelge 2.1. Calismada kullanilan bazi1 kimyasal maddeler ve kullanim amaglari
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Kimyasal Maddenin Ad1 Kullanim Amac1
Cycloheximide .

Izolasyon
Rifampicin
HCL (6 ve 10 N)
Mikrokristal seliiloz

DL-o—¢-diaminopimelik asit

Metanol

Piridin

Asetonik ninhidrin (% 0.2)

Hiicre ¢eperi DAP analizi

% 3 (v/v) lik Trikloroasetik asit (TCA)

Tyot soliisyonu

1 M HCI

Grieess-Iloslav Reaktifi A
(0.8 ml siilfanilik asit, 100 ml 5 N Asetik asitte

¢oziiliir)

Griess-Iloslav Reaktifi B
(0.6 ml dimetil- oc- naftilamin, 100 ml 5 N Asetik

asitte ¢oziiliir)

Kursun asetat

Fenol red

Kloroform

Niimerik taksonomi

Cozelti 13: 1000 mg/I’ lik Bakir Cozeltisi

3.9295 g CuS04.5H,0 (Merck) 1000 ml’ ye distile suyla tamamlanarak

¢Ozilmiistiir.

Cozelti 14: 1000 mg/I’ lik Demir Cozeltisi

4.9773 g FeS04.7H,0 (Merck) 1000 ml’ ye distile suyla tamamlanarak

¢Ozilmiistiir.
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Hazirlanan metal ¢ozeltileri stok olarak kullanilmis, kullanilan konsantrasyonlar

bu ¢ozeltilerden belirli miktarlar alinarak bunlarin seyreltilmesiyle elde edilmistir.

Cozelti 15: Tris-EDTA Tamponu (25 mM, pH-8)
25 mM’ lik Tris HCI ¢dzeltisi hazirlanip, bu ¢ozelti icerisinde gereken miktarda
EDTA ¢oziilerek hazirlanmistir.

2.2. Metodlar

2.2.1. Metale direncli aktinomiset izolatlarinin eldesi

2.2.1.1. Ornekleme icin lokalite secimi

Bu c¢alismada kullanilan aktinomisetlerin izole edildigi toprak orneklerinin
secilmesinde ortamda metal kirliligi olmasina 6zen gosterilmistir. Metal kirliligi olan
sucul ekosistemlerden de sediment Ornekleri alinmistir. Porsuk nehir sisteminin
sedimentinden aktinomiset izolasyonu amaci ile lokalite se¢imi i¢in, Giiney ve Koyuncu
(2002) tarafindan gergeklestirilen 6nceki bir ¢alismanin verilerinden yararlanilmastir.
Bu calismanin sonuglarindan yogun metal birikimi oldugu belirlenen ve sediment
orneklerinin alinacagi lokaliteler ile bu ortamlarda bulunan metal miktarlari, Cizelge
2.2” de Ozetlenmistir.

Toprak oOrnekleri ise, yogun miktarda metal iceren sediment Orneklerinin
civarinda yer alan tarim topraklari, ¢imento fabrikasi gibi endiistriyel iiretimin
stirdiiriildiigii alanlar ile ulasilabilen metalik maden yataklar1 civarindaki alanlardan
orneklenmistir.

Izolasyon ¢alismasi, dncelikle Porsuk nehir sisteminin sedimentinden ve yakin
cevresindeki metal ile kirletilmis diger toprak Orneklerinden aktinomiset izolatlarinin
eldesini icermektedir. Calismanin bu asamasinda ekonomik olarak isletilen metalik
maden yataklarinda dogal olarak bulunan aktinomiset izolatlarinin metal toleransinin
yiiksek olacagi diistliniilerek, 6rnekleme yapilmasi siireci ongoriildiigli bigciminden daha
genisletilerek siirdiiriilmiistiir. Bu amacla, Maden Tetkik ve Arama Genel Midiirliigi’

niin ilgili birimi olan Maden Etiit ve Arama Dairesi ile baglant1 kurularak iilkemizde
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bulunan ¢esitli metalik maden yataklar1 belirlenmis ve Orneklenmistir. Aktinomiset
izolatlarinin eldesi amaci ile, Porsuk nehir sistemi’ nin yan1 sira Uluabat Go6li (Mustafa
Kemal Pasa—Bursa) sedimenti de orneklenerek izolasyon g¢alismalart siirdiiriilmiistiir.
Elde edilen tiim orneklerde var olan metal igerikleri, Hitachi 180-70 model alevli
atomik absorpsiyon cihazi ile belirlenmistir. Orneklenen maden yataklar1 ve sediment

lokaliteleri ve igerdigi baz1 metallerin miktar1 Cizelge 2.3’ de sunulmustur.

Cizelge 2.2. Porsuk nehrinde Ornek alinacak lokalitelerden alinan sediment
orneklerinde varlig1 belirlenen metaller ve miktarlar1 (Giiney ve Koyuncu, 2002).

Belirlenen Metal Miktar1 (mg/kg kuru madde)

Lokalite ad

Pb Zn Cu Ni Cd Cr Mn
Calga 314 2448 66 102 3 102 125
Besdegirmen 329 1670 61 179 2 94 214
Sabuncu 188 1704 48 188 - 125 339
Porsuk Baraji 67 106 18 247 - 64 265
Adalar 221 129 23 157 - 124 283

Ornekleme asamasinda, Tiirkiye’ nin Eskisehir, Bilecik, Bursa, Balikesir, Bartin,
Karabiik, Kastamonu gibi illerimizde bulunan metalik maden yataklar1 ve ¢esitli atik
metallerin alict su kaynagi olan sucul ortamlardan &rnekleme yapilmistir. izolasyon
calismalar1 i¢in drnekleme yapilirken, lokalitelerin farkli kisimlarinin 6rneklenmesine

Onem verilmistir.



29

. : . . N (v) -
. o) s Jyatysy (tFeagy woasy)
DS'PSPE | CO'RRET | £2'0F T 68'91¢ OE'F 89°lS | yeadop ipuow] oA 1SS 9 9 - phmyeaLieg nkoy| ISIAT}Y
: ; g 1Razn A yerdm Foz
LE'OP6T | £5°48T | #STI g - g EY'8E | OLPET SIS ‘5219 NPIOILY I'9
- - i i - z ? " (D) ¥e20 e
e (1dea)y aye
zolee | LT'S6T | S6'F1 - . - FOCELST | 6L (rD) 4820 Cs & SEmg = fpRed] gy U_EEMWEM:MM
gs'eloz | g1zt | o'® - - - elser | ol (nD) =00 s
[eiew Simrde) 3 ng s
: po (i@eagy e )
THEI0E | GI'0F | 06T - - - PO'ECT 56's (nD) ¥e20 TF ¥ Foang - yninzog o EMEMEE
wzesz | vzl | e - - - ir'zee | 6991 (nD) w0 T
6L'LskT | £v'Isl | 910 - TIse ] 9£'6E &E01 [oA PBiueun T'E . Jasiysy | 1ed] eqEquam |,
sziosz | seoLl | eeori - omst | vo'enn | 2oL 15’9 | €T
og'L1sT | Le'66l | 91°9T1 - 08'0TFI | TELL 09'9] HFL IeA T p
DSy (1§ea0)
pe1sez | IS'60T | £0'0s - ersoe | wius | ozrm | ey Aaznx - 301 e t - ISIUALS M.EEl i
Bomssd edee
PILER] | 0TLOZ | 85491 - asTizl | sces £5'F . Lamj -adaL Tt s> A
EFPPIT | S5 | S6'Ob - gu'tce | #S'ILl | BRI 00 (IN—24) =20 1T
og'veiz | vootsst | seo'el | see1 | imsor | owrer | smew | wegter | (SOIUIDN) oppRiBE a
aoeizz | 180'o6E | 9oa'st | 969 (ze'ee | ohRet | eeo's | L9R'SI A2 )] UEpENLIQE] 1
1 JRATESH - nugpL| IS LI, CHUSLY
ci'corr | coe'shl | meR'el | 669t ze6'v8 | se0'sk | ese'vl | GREEN anawl (0] UepEUqE] Tl
H
ST66EC | BLOPST | Eal'8f [Tt SLLsLl | 18F'RE1 | 266°%T SHT'PE S ()5 URpELIgE 1
i fiid d
: u g1jjezQ o] MM:@%MMM ON I3 I - 2311 24 TS w.“m___.,mu.__wu_mﬁ..
Sy | SN | ;00| PO | N | ™D | om0 | Ad ] AT

LIE)Y1UI ULID[[BIDW 1Zeq IF1PIad oA LIR[R)L[BY0] WULIEPEIEA UaPBUl UdUaUL)) "7 ag[a71)




30

coorzo | euost | T | sl - gsz | ezosl | peosel nznARY AUB[NO) 0l
$os119 | TUE 'z . - bl 251 BERTE 1ue[e ye30) Ryl
"ol e | e 6'p1 geer | o'err | ressl | TLoLER {0 "£01 3 1
ISR} Un=in
‘gRps TURLEAHE R0 o1 nsayieg — vARY s or mx
=g
(1sa310q dp) -
g Lol | £z £'oL ¢ Lol eIl | TSIz e AU YEI0 Zol
LLFTST e A
v £ €3 1z 5 66L | 6'GLBL | 9'¢8 S ‘ol
ﬂ- ﬂ.. L] ﬂ v.- . 1 4 ..T- .r...
686LET IURJE N8 L0 .
pi'0orl | 06'9L1 | 66 K 66’1 i BI'E - 152310 [BRWI04 I'6 6 UTHEg — RIS _._Em:é.,&ﬁ{
= | sLged MR |
157667 | a8'661 | 96%C - 661 - sl'te | 6% anau Q[ vepeqlqe ] s 8 ARQEIES awae] yngesey] |
CIEELT | 91'sd | T9'L30 = g O8'RTHS TL's 182810q (Mo - Jnm?) c:
SL'6997 | LELOT | THEE - 06' - 966 | 65D 1dea0) Agyisy L .
fEa0)
£o'gELz | 16'181 | e8'sT - 66'c - 9L'TL 09'0 15eaQ APiIsY €L . myeg Usjaunald]
. . yeado) AR ZIUAPTIRTY
1L1598 RLLE ag'Ie " a6l - SISl LI'L O] qm.m_n_ﬁv BQEQL{EY FE:
Yeadoy
EA'PRLT | BO'SLT GHE0T - 66'E - ££°85T 26 iuoun Hﬂ.ﬁuﬁw wqRared 'L
12BAEY WNNE0g i
6c'38rT | 08'%6 | 866 99°01 c6's - e | 8506 | gungme “saiad npIOIAY 9
wory 15290 - Inetnsa (1feaq woxny)
LULEFT | 19°008 | TEOL z oT'esIT | 1%L 9L'FE BET] fepuog 0| .0U 9 VLN €9 9 - pAeEANIES nAay JesIAE
[E13URO ] ‘1SOR |06 i
76'L801 | $9'T6E | OE'6 - 0'9g - SH'IE 'L fepuog nj ,ou ¢ V1IN v
(@y/Bw ) ukey] (5
. ) ) 1BnazQ MO H POy ON BUE 11 =29 ap sy &) _m_w.,_o@_
g | oW | 00| op0 | N || MO | 84 dini.

(WreASP) LB ULID| (2191 1ZBq 1F1PIad] aA LI[a1H{ey0] UINLIEP{EIRA U USUAPRLIQ) "E'T aFazth



31

ozoz | s1sz | 90z - o1 | - | o8 | T vossRL 2l Pl
voce | vosT | Tve | - | owst | - | Tez | T HGABATS ER I PRI, 1105 1equnin
089z | o'sve | TsT | - veor | - | om1 | 812 e U
pioz | ozoe | soe | - | wore | - | ot | 6 E.ﬁHw_ E Il o
1811 -
vEPT | ¥P0T | 8'ST - r'zel | 8T | #6T | T91 | isisy eumuy niok ndpy e
_ E 5 * 2 * e nADY ﬂEﬂw.EHEﬂm €11 . IuaELg
(03 1[emeg Jnsiog) . Il aassy AN nsIog
) B ) ) ) ) = 5 psnadoy seaidnounges cll
(15u1d el ) —
951T | T | 0'ST . 0°zs - | JYEE |51 nsmudey Kgyaamg )
I (3[foz
{ Ty Fu) 1fi1az0 anpEye ] Mwuﬁww__ Op BNg I[ - 247 o H:Eoﬂm__
Mag | LU | 00 | PO SN ™D | Lm0 | ad _ e

(WEeASP) LIED{IW ULID[[RIAW 1ZBq IFIPISST 9A LID[OJL[ENO] UIHLIBIRIRA USPELI USUR[NAUI() "€°T 2B2ZL)




32

2.2.1.2. izolasyon calismalan

Sediment ve toprak orneklerinden aktinomiset izolasyonu, Ravel ve arkadaslar
(1998), Amoroso ve arkadaslar1 (1998, 2000) ile Mengoni ve arkadaslar1 (2001)
tarafindan da Onerilen klasik yontem ile gergeklestirilmistir. Buna gore, sediment
ornekleyicisi ile alman ornekler, belirli oranlarda seyreltilerek izolasyon amaci ile
kullanilan segici besi ortamlarinin bulundugu petrilere inokiile edilmislerdir.

Metalik maden yataklarindan alinan toprak Orneklerinden aktinomiset
izolatlarinin eldesi, seyreltme plaka teknigi ile gerceklestirilmistir. Toprak Ornekleri

kurutulduktan sonra 10 g toprak Orneginin steril FTS kullanilarak seyreltilmesi ile

hazirlanan 103-106 oranlarindaki seyreltme serisi izolasyon amaci ile kullanilmistir.
Izolasyon caligsmasi &ncesi gerceklestirilen bazi on islemler ve besiyeri bilesimi,
izolasyon ortamindaki aktinomiset koloni sayisini arttirdig1 gibi, kontaminant bakteri ve
funguslarin sayisim1 diisiirmektedir. Calismada, bu amaca hizmet eden yontemlerden
yararlanilmistir. Bu amagla kullanilan yontemlerden ilki, seyreltme plaka yontemi

uygulanirken, kontaminant mikroorganizmalarin sayisin1 azaltabilmek i¢in ilk

diliisyonlarin 65 °C lik su banyosunda 10 dakika bekletilmesi olmustur. Bu yolla

icerdigi spor olusturmayan bakterilerin sayilar1 diisiiriilen seyreltmeler, aktinomiset

izolasyonu amaci ile kullanilmislardir. Izolasyon amaci ile inokiile edilen petriler 25 °C
de 2-3 hafta siire inkiibe edilmistir. Tiim izolasyon ¢aligmalarinda besiyeri olarak Yeast
Extract Malt Extract Agar, Inorganik Tuz Nisasta Agar (ISP 4) ve Kiister ve Williams
(1964) tarafindan secici besiyeri olarak onerilen Nisasta Kazein Agar kullanilmistir.
Inkiibasyon sirasinda ve sonrasinda, izolasyon petrilerinde aktinomiset
goriintiisii veren koloniler cycloheximide (50 pg/ml) igeren Inorganik Tuz Nisasta Agar
(ISP 4) petrilerine inokiile edilmistir. Bu islem renk ve morfolojik 6zelliklerine gore
temsilci Ornekler secilerek saf aktinomiset kolonileri elde edilinceye kadar

tekrarlanmustir.

2.2.1.3. Aktinomiset izolatlarimin korunmasi
Elde edilen aktinomiset izolatlari, izole edildikleri lokaliteler ve lokalitedeki

izolat numarasini igerecek bi¢imde kodlanarak Yeast Extract Malt Extract Agar iceren

tiiplerde sporlanmais kiiltiirler halinde korunmuslardir. Buzdolabinda, 4 °C’ de korunan
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kiiltiirler, 2-10 hafta araliklarla yenilenmislerdir. Ayrica %20’ lik gliserol

siispansiyonuna aktarilan spor ve/veya misel siispansiyonlart da -20 ‘C’ de

korunmuslardir.

2.2.2. Izolatlarin cesitli metallere olan direncinin kati ve sivi besi ortamlarinda
belirlenmesi

Saflagtirma igleminden sonra elde edilen aktinomiset izolatlarinin cesitli
metallere kars1 direncleri; kalitatif, yar1 kantitatif ve kantitatif olmak iizere ii¢ farkl
yontemle ve ardisik ii¢ asamada belirlenmistir. Direng seviyesi belirlenecek olan
izolatlar, her ii¢ yontem i¢in spor siispansiyonu halinde inokiile edilmislerdir. Spor

siispansiyonlarinin hazirlanmasi amaci ile stok kiiltiirlerden yeast extract — malt extract

petrilerine ekim yapilarak 7 giin boyunca 25 °C’ de inkiibasyona birakilmislardir.
Inkiibasyon siiresi sonunda steril ringer c¢ozeltileri kullanilarak spor soliisyonlar
hazirlanmistir. Elde edilen spor siispansiyonlart her ii¢ yontem ile metal direncinin

tayininde inokiilant olarak kullanilmiglardir.

2.2.2.1. Metal direncinin kalitatif tayini

Izolatlarin metal direncinin ilk tayini, metal iceren kati minimal mediumda
(MM) biiyiimenin olma ya da olmama durumlarina gore belirlenmistir. Bu amagcla
petrinin ortasinda ag¢ilan 25 mm’ lik ¢ukur, 300 pl metal soliisyonu ile doldurulmustur.

Bu ¢ukura dik ¢izgiler bicimde 10’ ar pl spor soliisyonu inokiile edilmistir. Inokiilasyon

sonunda 7 giin siliresince 25 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.  Inkiibasyon
sonunda inokiilasyonun yapildigi hat boyunca bir gelisim gdzlenmesi, metale olan
direnglerinin gostergesi olarak degerlendirilmistir (Ravel et al., 1998). Bu amagla Pb,
Zn, Fe, Ni, Cd, Hg, Co ve Cu gibi metallerin belirli konsantrasyonlar1 kullanilmistir

(Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4. Aktinomiset izolatlarin kat1 besiyerinde metal toleranslarinin belirlenmesi
amaci ile kullanilan metaller ve konsantrasyonlari

Metal Kullanilan Bilesik formu Kullanilan konsantrasyon (mg/1)
Nikel Ni(NOs),.6H,0

Kobalt CoCl,

Cinko ZnCl, 10, 50, 100, 200, 1000

Bakar CuS0,4.5H,0

Demir FeSO,.7H,0O

Kadmiyum CdCl,

Civa HgCl, 5, 10, 50, 100, 200

Kursun Pb(NOs),

Her deneme, 3 paralel halinde calisilmis olup, izolatlarin metal igeren besi
ortaminda biiyiime Ozellikleri metal icermeyen besi ortamindaki biliylime oranlari ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir.  Bu c¢alisma sonucunda birden fazla metalin

varliginda biiyiime gosteren izolatlar bir sonraki asamada kullanilmislardir.

2.2.2.2. Metal direncinin yar1 kantitatif tayini

Calismanin bu asamasinda kalitatif tayin yontemi ile direnc¢li oldugu belirlenen
izolatlar, spor siispansiyonu halinde kati haldeki biiyiime ortamina inokiile edilmis ve
tim ylizeye yayillmistir. Bu petrinin yiizeyine, farkli konsantrasyonlarda metal

soliisyonu emdirilmis 6 mm c¢apindaki filtre kagitlar1 (S&S)  yerlestirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonrasinda (25 °C sicaklik, 7 giin) disk ¢evresinde olusan inhibisyon
caplar1 ol¢iilerek, digerlerinden direncli olan izolatlar se¢ilmistir (Mills, 1997; Amoroso

etal., 1998).

2.2.2.3. Metal direncinin kantitatif tayini

Bu asamada, onceki asamalar ile secilen 7 aktinomiset izolat1 (112, 113, 206,
227, 234, 236, 723) kullamilmigtir. ~ Hazirlanmig spor siispansiyonlari, belirli
konsantrasyonlarda ¢esitli metalleri (Ni, Zn, Pb) i¢eren sivi MM mediuma % 4 oraninda

inokiile edilmislerdir.
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Kiiltiirler 27 "C’ de, 100 rpm calkalama hizinda 4 giin inkiibe edildikten sonra

bir stizme kagidi yardimiyla hiicreler besiyerinden siiziilerek ayrilmistir. 25 mM Tris-

EDTA tamponu ile (pH 8.0) yikanmislardir. Elde edilen biyokiitle 70 °C de sabit
agirliga gelinceye kadar kurutularak kuru agirligi belirlenmistir (Amoroso et al., 1998).
Toleransin ifadesi olarak, metal igeren ve icermeyen ortamlar arasindaki biiyiime oran
farki sunulan formiil ile hesaplanmistir. Boylece metal varliginda biiyiimeye devam
etme Ozelligi, denenen aktinomiset izolatlarinin metal toleransini sayisal olarak ifade
eden bir 6zellik olarak degerlendirilebilmistir.

Formiil 2.1. Agir metal iceren ortamda kiitlece gelisim yiizdesinin hesaplanmasi

Metal bulunan ortamda gelisen
hiicre kiitlesi (g)
Kiitlece gelisim yiizdesi (%) = x 100
Metal bulunmayan ortamda gelisen
hiicre kiitlesi (g)

2.2.3. Metal direncinin biyosorpsiyon ile iliskisinin belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda ii¢ farkli metal toleransi seviyesinde yer alan
aktinomiset izolatlar1 kursun biyosorpsiyon kapasiteleri agisindan karsilastirilarak,
metal toleransi ile biyosorpsiyon kapasitesi arasinda bir iliskinin varlig1 sorgulanmistir.
Bu amagla kalitatif, yar1 kantitatif ve kantitatif metal toleransi ¢alismalarinda kullanilan
toplam 20 adet aktinomiset izolat1 karsilastirilmistir. Bu izolatlarin metal toleranslarinin
giderek arttigi Ongoriilerek bu 3 farkli gruptan temsilci Ornekler secilerek kursun
biyosorpsiyon kapasitesi agisindan karsilastirilmis ve sonuglar istatistiksel yontemler ile
degerlendirilmistir.

Calisilacak olan izolatlarin spor soliisyonlari hazirlanmistir. 100 ml Yeast

Extract Malt Extract Broth besiyeri %4 spor soliisyonu ile inokiile edilerek 125 rpm’ de
27 °C sicaklikta 1 hafta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerindeki
hiicreler santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve 25 mM’ lik Tris-EDTA (pH 8) tamponu ile

yikanarak 60 °C’ de kurutulmustur.
Elde edilen kuru hiicreler ogiitiilerek 212 p ¢apinda partikiiller haline
getirilmistir. Ogiitiilen hiicrelerden 100 mg alinip, 50 ml hacminde 100 mg/l Pb>" (pH
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5.0) cozeltisine eklenerek 60 dakika boyunca 200 rpm’ de karigtirllmistir. Uygulama
siiresinin bitiminde, hiicreler santrifiijlenerek ayrilmis, ¢ozeltide kalan Pb*" miktar:
atomik absorbsiyon spektrofotometre yardimiyla belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,
asagidaki genel esitlik kullanilarak izolatlarin grami basina biyosorpsiyon kapasitesi
(mg metal/g hiicre) degerinin (q) elde edilmesinde kullanilmistir.

Kursun biyosorpsiyon kapasitesi agisindan karsilastirilan 20 aktinomiset 6rnegi
arasinda en yiiksek kapasiteye sahip oldugu belirlenen bir izolat sonraki biyosorpsiyon
caligmalar1 i¢in se¢ilmistir. Secilen izolat ile gesitli yontemler kullanilarak kursun

biyosorpiyonu optimize edilmistir.

Formiil 2.2. Biyokiitlenin biyosorpsiyon kapasitesinin hesaplanmasi

V (Ci—C,)
q (mg Pb*"/g kuru biyokiitle) =
M

q : Biyosorpsiyon kapasitesi (mg/g)
\% : Ornek hacmi (1)
Ci : Baslangi¢ metal iyonu konsantrasyonu (mg/1)
Ce : Denge metal iyonu konsantrasyonu (mg/1)
M : Biyosorbent miktari (g)

2.2.4. Secilen bir aktinomiset izolati ile kursun biyosorpsiyonunun optimizasyonu

2.2.4.1. Biyosorbentin ve metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Secilen izolatin (723 kodlu izolat) batch (kesikli sistem), kolon (siirekli sistem)
ve reaktorde kursun (Pb>") biyosorpsiyonu galismalari, farkhi 6zellikte biyosorbent
tiplerini de kapsayacak bi¢gimde arastirilmistir. Kesikli ve stirekli sistemde kuru ve yas
biyosorbent tipleri kullanildigi gibi, kolon sistemde agar ve sodyum alginat ile
immobilize edilmis hiicreler de ¢alismaya dahil edilmistir.

Yas ve kuru biyosorbentlerin hazirlanmasi i¢in segilen izolatin biiyiitiilmesinde

Yeast Extract Malt Extract Broth besiyeri kullanilmigtir. 125 rpm’ de 27 °C sicaklikta 1

hafta siliresince uygulanan inkiibasyon islemi sonrasinda bakteriyal biyokiitle sivi
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besiyerinden santrifiijleme islemi ile ayrildiktan sonra biyokiitlenin bir kism1 dogrudan

biyosorpsiyon isleminde kullanilmak {izere ayrilmis (yas hiicre) ve diger kisim ise 60°C

de kurutularak kuru biyosorbent olarak hazirlanmistir (kuru hiicre).

Hiicrelerin agarda immobilizasyonu amaci ile sicakligi 50 °C ye getirilmis 45 ml
agar soliisyonu (FTS ile hazirlanmis) {izerine 5 ml hiicre siispansiyonu (10-30 mg kuru
hiicre/ml FTS) ilave edilerek iyice karistirilmig, 9 cm capinda petri kaplarina dokiilerek
donmasi saglanmistir. Agar iyice donduktan sonra elekten gegirilmis, serbest hiicrelerin

uzaklagtirilmasi amaci ile % 0.9” luk NaCl ¢ozeltisinde iyice yikanmistir. Elde edilen

immobilize hiicreler % 0.9’ luk NaCl ¢ozeltisi ile yikanarak 60 °C’ de kurutulmustur.
Hiicrelerin sodyum alginatta immobilizasyonu amaci ile hiicre siispansiyonu

(10 g yas hiicre/100 ml distile su) 1:1 oraninda % 2 sodyum alginat ile karigtirilmastir.

Sodyum alginat karisimi yine 1:1 oraninda 0.7 M CaCl, ¢dzeltisi i¢ine damlatilarak

hiicrelerin tutuklandig boncuklar elde edilmistir. Immobilizasyon sonucunda boncuklar

bol distile su ile yikanmistir. Daha sonra bu boncuklar, 60 °C’de kurutulduktan sonra
ogiitiillerek 150 p’ luk partikiiller haline getirilmistir. Her iki immobilizasyon tipinde
hiicre igermeyen kontroller de calismaya dahil edilmistir.

Calismada kullanilan Pb>" iyonu ¢ézeltileri Pb(NOs),’ dan hazirlanan 1000 mg/I’
lik stok ¢ozelti kullanilarak gerekli konsantrasyonlara, seyreltme yoluyla hazirlanmistir.
Cozeltilerin istenen pH degerlerine ayarlanmasi amaci ile 0,1 M HNOs ve 0,1 M NaOH

¢oOzeltileri kullanilmastir.

2.2.4.2. Batch (Kesikli sistem) kursun (Pb2+) biyosorpsiyonu

723 kodlu izolatin kuru biyomasinin sulu ¢dzeltilerden Pb** iyonlarinin
gideriminde kullanilabilirligini incelemek amaciyla oncelikle kesikli sistem igin
optimum kosullar arastirilmistir.  Biyosorpsiyon calismalarinda deneysel asamalar
sonunda biyokiitle biyosorpsiyon ortamindan santrifiijlenerek ayrilmis ve sivi fazdaki
metal iyonu konsantrasyonlart1 Hitachi 180-70 model Alevli Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometresi (AAS) kullanilarak tayin edilmistir. AAS de kursun tayinleri 283.3
nm dalga boyunda, 1.3 nm spektral slit genisligi kullanilarak, 7.5 mA lamba akimi ile

gergeklestirilmistir. Cihazin kalibrasyonu belli araliklarla standart Pb** iyonu ¢ozeltileri
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ile kontrol edilmistir. Biyokiitlenin grami bagina biyosorpsiyon kapasitesi Bolim 2.2.3’
te sunulan genel esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

Biyosorpsiyon kosullarinin optimizasyon c¢alismalari 50 ml hacminde ¢ozeltiler
kullanilarak dijital kontrollii manyetik karistirict ile gergeklestirilmistir (Sekil 2.1).
Biyosorpsiyona ortam pH’ siin etkisi baslangic pH’ s1 1.0-5.0 araliginda caligilarak
incelenmistir. Biyosorpsiyon deneyleri siiresince ortam pH’ s1 dlgiilerek pH degisimi
izlenmistir. Ayrica bu sirada ¢ozeltiye gegen Na™ ve K' iyonlarinin derisimleri tayin
edilmistir. Pb*" iyonlarinin biyosorpsiyonuna biyosorbent konsantrasyonunun etkisi
0.4-6.0 g/l araliginda incelenmis ve en yliksek biyosorpsiyon kapasitesinin elde edildigi
deger optimum biyosorbent konsantrasyonu olarak kabul edilmistir. Biyosorpsiyon
denge siiresi ise 5-120 dk zaman araliginda incelenerek degerlendirilmistir. Baslangic
metal iyonu konsantrasyonunun biyosorpsiyon kapasitesine etkisi 100-500 mg/l
araliginda incelenmis ve elde edilen denge verileri Langmuir ve Freundlich izoterm

modellerine uygulanarak biyosorpsiyonun bu modellere uygunlugu arastirilmistir.

Sekil 2.1. Aktinomiset izolatlar1 ile batch sistemde kursun (Pb*") biyosorpsiyonu
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2.2.4.3. Sikistirilmis yatak kolonda (Siirekli sistem) kursun (Pb™) biyosorpsiyonu

Calismada kullanilan bakteriyal izolatin kolon performansini degerlendirmek
amaciyla, farkli kolon cap1, akis hizi, biyokiitle tipi (yas, kuru, immobilize) ve baslangi¢
metal konsantrasyonlar1 gibi degiskenlerin secilen izolatin sikistirilmis yatak kolondaki
metal giderim potansiyeline etkisi belirlenmistir (Sekil 2.2).

Kolon ¢apinin biyosorpsiyon kapasitesine etkisi 9, 11, 13, 19 mm ¢apli kolonlar
kullanilarak incelenmistir. Bu amacla 0.1 g kuru biyokiitle farkli ¢aptaki kolonlara
doldurulmus, 100 mg/l, 50 ml Pb*" cozeltisinin pH’ 1 3.0’ e ayarlandiktan sonra
peristaltik pompa (Ismatec ecoline) yardimiyla 3 ml/dk akis hizinda kolondan gegirilmis
ve elde edilen eluentteki Pb*" miktar1 Alevli-AAS cihazi ile tayin edilmistir. En uygun
kolon cap1 belirlendikten sonra diger parametreler sabit tutularak ¢ozelti akis hiz1 1-15
ml/dk araliginda degistirilmis ve en yiiksek biyosorpsiyon kapasitesinin elde edildigi
deger optimum akis hizi olarak belirlenmistir. Baslangi¢ Pb** iyonu derigimi 100-500
mg/l aralifinda degistirilerek elde edilen verilerin Langmuir ve Freundlich izoterm
modellerine ve kesikli sistemde elde edilen verilere uygunlugu degerlendirilmistir.

Biyosorpsiyon kapasitesine biyokiitle tliriiniin etkisini incelemek amaciyla kuru
biyokiitle Na-alginat ve agar ile immobilize edilmis ve immobilize sistemler optimum
kolon kosullarinda biyosorpsiyon kapasitesi agisindan karsilagtirllmistir. En yliksek
biyosorpsiyon kapasitesine sahip immobilize biyokiitle ile Pb*" iyonlarmin
desorpsiyonu incelenmistir.

Metal giderimi i¢in optimum kosullarin belirlenmesinden sonra, desorpsiyon ve
kolonun tekrar tekrar kullanim etkinligine yonelik calismalar gergeklestirilmistir.
Desorpsiyon i¢in en uygun eluenti belirlemek amaciyla 0.1 M HCI, 0.1 M HNO; ve 0.1
M EDTA c¢ozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltiler ile Pb*" iyonlarnin desorpsiyon verimi
incelenmistir. Immobilize sistemin tekrar kullanilabilirligi, biyosorpsiyon-desorpsiyon

dongiisliniin ardigik 5 kez tekrarlanmasi ile aragtirilmastir.
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Sekil 2.2. 723 kodlu izolat ile sikistirlmis yatak kolonda kursun (Pb*") biyosorpsiyonu

2.2.4.4. Akiskan reaktor Sisteminde (CFST) kursun (Pb*") biyosorpsiyonu

Daha biiyiik 6l¢ekte biyosorpsiyon performansini degerlendirmek amaciyla, en
yiiksek biyosorpsiyon kapasitesine sahip Na-alginate ile immobilize edilen biyokiitle ile
Pb** giderimi belirlenen optimum kosullarda CFST sisteminde incelenmistir (Sekil 2.3).
Bu amagla, 2.0 g kuru biyokiitle 400 mg/l konsantrasyonunda 1000 ml Pb*" ¢ézeltisi ile
CFST sisteminde 200 rpm hizinda karistirilarak, 1 ml/dk akis hizinda muamele edilmis
ve belirli zaman araliklarinda sistemden &rnek alinarak Pb®" konsantrasyonlari

belirlenmistir (Sag et al., 2003).
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Sekil 2.3. Aktinomiset izolatlar1 ile reaktdrde kursun (Pb>") biyosorpsiyonu

2.2.5. Metal direncine ve/veya yiiksek biyosorpsiyon kapasitesine sahip izolatlarin
kemotaksonomik ve niimerik metodlarla identifikasyonu

Secilen izolatlarin identifikasyonu amaci ile kemotaksonomik, niimerik ve
molekiiler metodlar uygulanmistir. Bu amagla, konu ile ilgili ana kaynak olan Bergey’s

Manual of Systematic Bacteriology’ den yararlanilmistir (Locci, 1989).

2.2.5.1. Aktinomiset izolatlarinin kemotaksonomik ozellikleri

Izolatlarimizin cins seviyesinde tanilanmasi i¢in, kemotaksonomik calismalar ile
bakterilerin hiicre ¢eperinde bulunan diaminopimelikasit tipi belirlenmistir (Becker et
al., 1965; Staneck and Roberts, 1974). Bu amagla, izolatlar, ¢ogaltilip analiz igin

hazirlandiktan sonra, ince tabaka kromatografisi ile standarda kars1 incelenmistir.
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2.2.5.1.1. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve analize hazirlanmasi

Hiicre ceperi diaminopimelik asit tipi belirlenecek olan izolat, Tryptone-Yeast

Extract Broth (ISP 1) igeren erlenlerde, 25 ‘C de, 100 rpm ¢alkalama hizinda 1-2 hafta
siire ile cogaltilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda MSE Mistral 2000 tip santrifiijde,
1600 gx’ de santrifiijleme yolu ile toplanan hiicreler, hatali sonuca neden olabilecek
partikiillerin uzaklastirllmast amaci1 ile, steril distile su ile yikanarak tekrar
santrifiijlenmistir. Siipernatantin uzaklastirilmasi ile elde edilen hiicreler, kurutularak
hidroliz asamasinda kullanilmistir.

Hiicrelerin hidrolizi amaci ile, kurutulmus hiicrelerden 50 mg kadarmin

aktarildigr cam tiiplere, 1 ml 6 N HCI ilave edilerek tiiplin agz1 alev ile eritilerek

kapatilmistir.  Hiicreler, 100 ok de, 18 saat siire hidrolizlendikten sonra, hidrolizat

Schiecher & Schuell 589 filtre kagidi ile filtre edilmis ve iki kez 1ml distile su ile

yikanmistir. Bu yolla elde edilen filtrat, 40 ‘c de, rotary evoporatorde, vakum altinda
kurutulmus ve elde edilen kuru ekstrakt, tekrar 1ml distile suda ¢oOziilmiistir. Bu
islemin HCI kokusu uzaklasincaya kadar tekrarlanmasi ile elde edilen kuru ekstrakt, 0.3
ml distile suda ¢oziilerek eppendorf tiiplerine aktarilmis ve hidrolizat, partikiillerinin
uzaklagtirilmasi i¢in 5000 rpm’ de 10 dakika siire ile santrifiijlenerek analize hazir hale

getirilmistir.

2.2.5.1.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Orneklerin diaminopimelik asit tipi, ince tabaka kromatografisi kullanilarak,
standart ile karsilastirilma yolu ile belirlenmistir. Bu amagla, analize hazirlanan
orneklerden 5 pl kadari, mikrokristal selliiloz (Merck 2330) ile 0.3 mm kalinliginda
20x20 cm boyutlarinda hazirlanan tabakalara emdirilmistir. Referans olarak, 5 pl DL-
a—¢e-diaminopimelik asit (Sigma 1377) kullanilmistir. Coziicii olarak, metanol: su: 10
N HCI: piridin (80: 17.5: 2.5: 10; ml/ml) kullanilarak, tabakalar 3-4 saat gelismeye
birakilmistir. Stire sonunda kurutulan plakalar, %0.2° lik asetonik ninhidrin ile
spreylenerek 100 °C’ de 5 dakika siire ile kurutulmustur. Diaminopimelik asitler, diger
aminoasitlerden, olusan grimsi yesil renk ve bu rengin 24 saat sonra sartya doniistimii

ile ayirt edilmistir.
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2.2.5.2. Aktinomiset izolatlarinin niimerik taksonomisi

Elde edilen aktinomiset izolatlarinin niimerik taksonomisine yonelik olarak
gergeklestirilen ¢alismalar, izolatlarin renk gruplarinin belirlenmesi, niimerik testlerin
uygulanmasi ve niimerik testlerden elde edilen verilerin istatistiksel analizi olmak {izere

lic alt baslikta degerlendirilebilir.

2.2.5.2.1. izolatlarin renk gruplarinin belirlenmesi
Izolatlarin renk gruplamasi, oatmeal agar (ISP 3), Inorganik Tuz—Nisasta Agar
(ISP 4), Pepton—Yeast Extract-iron Agar (ISP 6) ve Tirozin Agar (ISP7) besiyerleri

kullanilarak gerceklestirilmistir. Izolasyon calismalar ile elde edilen tiim aktinomiset

izolatlari, cycloheximide (50 pg/ml) ilave edilen besiyerlerine inokiile edilmis ve 25 ‘C
de 2 hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, ISP 3 ve 4
besiyerlerinde biiyiiyen kolonilerin, havasal misel, substrat miseli ve ¢oziiniir pigment
renkleri; ISP 6 ve ISP 7 besiyerinde ise, melanin pigmenti lretme 06zellikleri
belirlenmistir. izolatlarm olusturduklari pigment renkleri, Inter-Society Colour Council
National Bureau of Standarts (ISCC-NBS) Colour Name Charts (Unated States
Department of Commerce, Gaithersberg, Maryland, U.S.A.) katalogu kullanilarak
saptanmstir. Izolatlar, ilgili besiyerinde olusturduklar1 renklere gére gruplandirilmistir.
Daha sonra, niimerik taksonomik calismalarda kullanilmak {izere test organizmasi

olarak renk gruplarindan temsilci izolatlar se¢ilmistir.

2.2.5.2.2. Numerik Taksonomi testleri

Niimerik taksonomik caligmalar aksi belirtilmedik¢e konu hakkindaki temel
literatiirler olan Williams et al. (1983a, b) ve Langham et al. (1989) da belirlenen
yontemler kullanilarak gerceklestirilmistir. inokiilant olarak Inorganik Tuz Nisasta Agar
(ISP 4) besiyerinde 14 giin biiylitiilmiis test organizmalarinin ringer c¢ozeltisinde
hazirlanan spor siispansiyonlar1 kullanilmistir. Test organizmalar1 multipoint inokiilator
kullanilarak steril plastik petri kaplarinda bulunan besi ortamlarna aktarilarak testin
gerektirdigi siire inkiibe edilmis ve uygun yontemler kullanilarak testlerin sonuglari

alinmistir (Sekil 2.4).
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Streptomyces tlrlerinin niimerik metodlarla siniflandirma/identifikasyonlarini
iceren bu literatiirlerde Onerilen kiiltiirel, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
karakterler kullanilmigtir. Bu amagla, denemeye alinan tiim test suslar1 toplam olarak

138 birim karakter agisindan degerlendirilmistir.

1. Degradasyon testleri
Degradasyon testlerine konu olan toplam 13 substrat ve substratlarin kullanilan
konsantrasyonlar1 Cizelge 2.5’ de sunulmustur. Tirozin, Adenin, Xylan, Xanthine,

Hipoksantin ve Guanine degradasyonu i¢in basal ortam olarak Modifiye Bennett Agar

ortami kullanilmistir. Inkiibasyonlar, 25 °C’ de 14 giin gergeklestirilmis, koloninin
cevresinde ya da altinda olusan renk agilimi, pozitif sonug olarak belirlenmistir (Sekil

2.5).

Cizelge 2.5. Degradasyon testlerinde kullanilan substratlar ve konsantrasyonlari

Inkiibasyon Konsantrasyon
Substrat
(Giin) (%, wiv)

Nisasta 7 1
Kazein (% 15 Skim milk’ te) 7 1
Tirozin 14

0.5
Adenin 14
Jelatin 7
Xylan 14

0.4
Xanthin 14
Hypoxanthine 14
DNA 14 0.2
Esculin 14
Arbutin 14 0.1
Tween 80 14
Guanine 14 0.05
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Sekil 2.4. Multipoint inokiilator ile ¢oklu ekim yontemi a. Spor siispansiyonlarindan
ornek alinmasi, b. Inokiilantin aktarilmasi, c. Spor siispansiyonlarinin petriye
inokiilasyonu.
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Jelatin degradasyonu i¢in, Modifiye Bennett Agar besi ortaminda 25 °C’ de 7
giin inkiibasyondan sonra %3 (w/v)’ liik trikloroasetik asit (TCA) ilavesi ile
saptanmistir.  Protein denatiirasyonu sonucu olugsan opak renk jelatin varligini
gostermektedir. Bu nedenle, koloni ¢evresinde olusan acik renkli zon, pozitif (+) deger

olarak kabul edilmistir.

Sekil 2.5. Hipoksantin degradasyonu sonucu koloni ¢evresinde olusan renk agilimi

Nisasta degradasyonu, ayni ortamda 7 giin inkiibasyondan sonra besiyeri
ylizeyine iyot soliisyonu ilavesi ile belirlenmistir. Cevresinde agik renkli zon olusan test
organizmalar1 pozitif (+), acik renkli zon olusmayanlar ise negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Sekil 2.6).

Esculin ve arbutin degradasyonu deney tiiplerinde gergeklestirilmis olup, bu

subtratlar1 icermeyen ortam negatif kontrol olarak kullanilmistir. Test organizmalari

substrat iceren ve igermeyen her iki tiipe de inokiile edilerek 25 °C’ de 2 hafta inkiibe
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edilmislerdir. Inkiibasyon siiresinin sonunda negatif kontrolden farkli olarak olusan

koyu kahverengi-siyah renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

DNA hidrolizi, DNase test agar da 25 °C’ de 7 giin inkiibasyondan sonra 1 M
HCI ilavesi ile belirlenmistir. Koloni ¢evresinde olusan agik renkli zon pozitif sonug

olarak kabul edilmistir.

Sekil 2.6. Iyot soliisyonu ilavesi ile belirlenen nisasta degradasyonu
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Sekil 2.7. Koloni ¢evresinde olusan opak zon ile belirlenen lesitinaz aktivitesi

Lesitinaz testi, Nitsch ve Kutzner (1969) tarafindan belirlenen yontem ile egg

yolk medium da belirlenmistir. Test organizmalar1 her petriye 6 adet olacak bi¢cimde
inokiile edilerek 25 "C’ de inkiibasyona birakilmistir. Aktivite, inkiibasyonun 2, 4 ve 6.
giinlerinde goz ile belirlenmistir. Lesitinaz aktivitesi, yansitilmis gii¢lii 1s1kta koloni
cevresinde olusan 5-10 mm capinda opak zon ile belirlenmistir (Sekil 2.7).

Kazein ve Tween 80 degradasyonu icin Modifiye Bennett Agar besi ortami

kullanilmistir. Kazein i¢in pozitif sonug 25 °C’ de 7, 14, 21 glin sonucunda olusan
seffaf zon iken tween 80 icin 3, 7 veya 14 giin sonucunda koloni etrafinda olusan

opakliktir.

2. Biyokimyasal testler

Nitrat rediiksiyonu deney tiiplerinde dondurulmus nitrat agar besiyerinde

belirlenmistir. Inkiibasyon, 25 °C’ de gerceklestirilir. Inokiilasyondan 7 ve 14 giin
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sonra ortama 0.2 ml Grieess-Iloslav Reaktifi A (0.8 ml siilfanilik asit, 100 ml 5 N asetik
asitte ¢oziliir) ve 0.2 ml Griess-Iloslav Reaktifi B (0.6 ml dimetil-oc-naftilamin, 100 ml
5 N asetik asitte ¢oziiliir) ilavesi ile belirlenmistir. B reaktifi ilavesinden sonra kirmizi
renk olusumu pozitif sonu¢ olarak kaydedilmistir. Negatif olan tiiplere ¢cok az ¢inko
tozu ilave edilmistir. Cinko ilavesi ile olusan kirmizi renk, ortamda halen var olan

nitratin nitrite rediiksiyonu nedeni iledir. Bu sonug ise negatif olarak kaydedilmistir

(Sekil 2.8).

Hidrojen siilfiir olusumunu belirlemek i¢in, nitrat rediiksiyonunu belirlemede
kullanilan kiltiir tiiplerinin agiz kismina, kursun asetat spreyleme yoluyla hazirlanan

kilavuz asetat seritleri takilmistir. Inokiilasyon sonrasi tiiplerin agzi parafilm ile

kapatilmis, 25 °C’ de 7 giin inkiibasyondan sonra kagit seritlerde siyah renk olusumu

pozitif sonugtur (Sekil 2.9).

Allantoin ve iire hidrolizi, besiyerinin pH degisimi ilkesine bagli olarak
belirlenir.  Deney tiiplerinde hazirlanan besiyerleri indikatér olarak fenol red
icermektedir. Inkiibasyon siiresi sonunda, alkali ortam olusumu nedeniyle besiyerinde

olusan koyu kirmizi-mor renge doniisiim pozitif sonuctur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.8. Nitrat rediiksiyonu testi. Solda (4 numarali tiip) pozitif sonug, sagda (103
numarali tiip) negatif sonug, ortada kontrol (K)

Sekil 2.9. Hidrojen siilfiir olusumu testi. Pozitif (+) sonug (sagda) , negatif (-) sonug

(solda)

il vy
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Sekil 2.10. Ure hidrolizi testi. Pozitif sonug (solda, 94 numarali tiip) , negatif sonug
(sagda, 93 numaral tiip), kontrol (ortada, K)

3. Beslenme testleri

Test suslari, beslenme testleri kapsaminda, g¢esitli karbon ve azot kaynaklarini
kullanabilme yetenekleri acisindan incelenmistir. Test mikroorganizmalar tarafindan
kullanilabilme 6zellikleri arastirilan karbon ve azot kaynaklari ile kullanilan substrat

konsantrasyonlari, sirasi ile ¢izelge 2.6 ve 2.7’ de sunulmustur.

Test suslarinin enerji ve biiylime gereksinimleri i¢in 28 farkli karbon kaynagini
kullanabilme yetenekleri, Shirling ve Gottlieb tarafindan Onerilen bi¢cimde (1966)
denenmistir. Tindalizasyon ile steril edilen karbon kaynaklari, bazal mediuma uygun
konsantrasyonda ilave edilmistir (Cizelge 2.6). Herhangi bir test maddesi icermeyen
basal medium negatif kontrol; D-Glukoz (%]1) igeren basal medium ise pozitif kontrol

olarak denemeye dahil edilmistir.



Cizelge 2.6. Karbon kaynagi testlerinde kullanilan substratlar ve konsantrasyonlari
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Konsantrasyon Konsantrasyon

Substrat Substrat
(%, W/V) (%, W/V)

Adonitol Trehaloz
D-Fruktoz Sellobioz
D-Galaktoz D-mellibiose
D-Ksiloz Dekstran 1
Laktoz monohidrat Xylitol
Maltoz D-melezitoz
D-Mannoz
Inulin 1 Sodyum Asetat
L-Arabinoz Sodyum Piruvat
L-Ramnoz Sodyum Sitrat
D-Mannitol Sodyum Hippurat
Meso-Inositol Sodyum Tiyosiilfat 01
Raffinoz Sodyum Propionat
Salisin L-tartarik asit
Sukroz

Sonuglar, 25 °C’ de gergeklestirilen inkiibasyonun 7. ve 14. giinlinde test

maddesi iceren mediumdaki biiylime ile pozitif ve negatif kontrollerdeki biiylime
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Negatif kontrolden daha fazla veya pozitif kontrole
benzer biiyiimenin gerceklesmesi pozitif sonug olarak kaydedilmistir. Negatif kontrol

ile esit ya da daha az biiylime ise, negatif sonug olarak belirtilmistir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Aym test suslarinin 2 farkli karbon kaynaginda biiyiime O6zellikleri. -K:
Karbon kaynagi icermeyen bazal medium, +K: Karbon kaynagi olarak D- glukoz iceren
bazal medium

Test suglarinin 16 farkli azot kaynagimi kullanabilme yetenekleri, Williams ve
arkadaslar1 tarafindan Onerilen bicimde (1983a) denenmistir (Cizelge 2.7). Azot
kaynaklar1 tindalizasyon ile sterilize edildikten sonra basal mediuma ilave edilmistir.
Basal mediuma %0.1 (w/v) oraninda test edilen azot kaynag: ilavesi ile hazirlanan test

ortami, test suslar1 ile multipoint inokiilator kullanilarak inokiile edilmistir.

Cizelge 2.7. Azot kaynagi testlerinde kullanilan substratlar

Substrat
L-Arginin L-Treonin L-metionin L-hidroksiprolin
Potasyum Nitrat L-Serin L-Histidin L-tirozin
L-Sistein L-Fenilalanin Hipoksantin Safranin
L-Valin L-alanin L-izoldsin DL-o-Aminobutirikasit
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Herhangi bir test maddesi igcermeyen bazal medium, negatif kontrol; L-
Asparagin iceren bazal medium ise pozitif kontrol olarak denemeye dahil edilmistir.
Sonuglar, inkiibasyonun 7. ve 15. giiniinde, test maddesi iceren mediumdaki biiylime ile
pozitif ve negatif kontrollerdeki biiyiime karsilastirilarak degerlendirilmistir. Pozitif
sonug, negatif kontrolden daha fazla biliylimenin gergeklesmesidir. Negatif kontrol ile

esit ya da daha az biiylime negatif sonug olarak kaydedilir (Sekil 2.12).

Sekil 2.12. Aymi test suslarinin azot kaynagi olarak Serin’ i kullanma 6zellikleri. -K:
Azot kaynagi icermeyen bazal medium, SR: Serin

4. Fizyolojik testler
Izolatlarin farkli sicaklik (4, 10, 37 ve 45 OC), pH (4, 5, 9 ve 10) kosullarinda ve

cesitli kimyasal inhibitér ve antibiyotiklerin varliginda biiyiime 6zellikleri Modifiye
Bennett’s Agar’ da incelenmistir. Test edilecek kimyasal inhibitér ve antibiyotikler,
Modifiye Bennett’s Agar’ a uygun konsantrasyonda ilave edilmistir (Cizelge 2.8).
Herhangi bir test maddesi icermeyen medium pozitif kontrol olarak denemeye dahil

edilmistir.



55

izolatlarin 4 ve 10 'C’ de bliylime Ozellikleri 4 haftalik, belirtilen diger testler

icin ise 2 haftalik inkiibasyon siireci sonunda kaydedilmistir. Bu kosullarda biiylimenin

gbzlenmesi pozitif sonug¢ biliylimenin gdzlenmemesi

kaydedilmistir (Sekil 2.13-2.16).

ise negatif sonu¢ olarak

Cizelge 2.8. Fizyolojik testlerde kullanilan inhibitér ve antibiyotikler ile
konsantrasyonlari
Konsantrasyon Konsantrasyon
Inhibitor Antibiyotik
(%, g/ml) (ug/ml)
10 100
Sodyum Klorid Oleandomisin
13 50
0.01 100
Sodyum Azid Streptomisin siilfat
0.02 50
0.1 50
Feniletanol Neomisin siilfat
0.3 25
P Telliis 0.001 Rifammici 50
otasyum Telliirit ifampicin
0.01 25
0.001 10 iu*
Sodyum Biselenit Penicillin G
0.005 5iu
Cinko klorid 0.01 Nalidixic acid 10
Fenol 0.1 20
Chloramphenicol
Kristal Violet 0.001 10
50
Ampicillin
25

*1 mg: 1667 unit



Sekil 2.13. Test suslarinin pH 9 da biiylime 6zellikleri

Sekil 2.14. Test suslarinin besi ortaminda fenol varliginda biiyiime 6zellikleri
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Sekil 2.15. Test suslarinin besi ortaminda potasyum telliirit varliginda biiylime
ozellikleri

Sekil 2.16. Ayni test suslarinin 2 farkli antibiyotik varliginda biiyiime 6zellikleri. Solda
(51 numaral petri) 20 i.u./ml Penicilin G iceren besiyeri, ortada antibiyotik igermeyen
Bennets Medium, sagda (32 numarali petri) 25 pg/ml Neomisin siilfat iceren besiyeri
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5. Antimikrobiyal aktivite testleri
Izolatlarm ¢esitli test mikroorganizmalarma (Cizelge 2.9) kars1 olas

antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in, test suslar1 nutrient agar petrilerine spot

bi¢iminde inokiile edilmistir. Her petriye 6 test susu inokiile edilerek 25 °C’de 5 gilin
siire ile inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda biiyiime igeren petriler, 3-5 ml kloroform iistiine ters
cevrilip konarak 40 dakika bekletildikten sonra, fazla kloroform buhari steril kabinde

ucurulmustur. Test organizmalar1 ile inokiile edilmis olan 5 ml “yumusak” agar
biiyiimenin {izerine aktarilarak katilagmas1 saglanmistir. Bakteri ve mayalarin 37 °C’ de

24 saat, kiiflerin 25 °C’ de 4 giin inkiibasyonundan sonra, izolat kolonisi ¢evresinde

belirlenen berrak zon, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Sekil 2.17).

Cizelge 2.9. Test suglariin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan

test mikroorganizmalari

Test Mikroorganizmasi Sus Numarast
Micrococcus luteus NRRL B - 1018
Bacillus subtilis NRRL B - 209
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bakteri Staphylococcus epidermidis NRRL B - 4268
Escherichia coli ATTC 25922
Proteus vulgaris NRRL B - 123
Enterobacter faecium NRRL B - 2354
Salmonella typhimurium NRRL B - 4279
Candida albicans NRRL Y -12983
Geotrichum candidum NRRLY - 552
Fungus Candida utilis NRRL Y - 900
Rhodotorula rubra NRRL Y - 2505
Aspergillus parasiticus Dogal izolat




59

6. Morfoloji ve pigmentasyon

Test suslariin morfolojik ve pigmentasyon ozellikleri, Shirling ve Gottlieb
(1966) tarafindan Onerilen besiyerlerinin ve yontemlerin kullanimi ile belirlenmistir.

Pigmentasyon testlerinde test suslarinin inorganik tuz nisasta agar (ISP 4) besiyerinde

25°C° de 14 giin inkiibasyon sonunda olusturduklar1 havasal misel ve spor renkleri,
substrat misel renkleri ve ¢oziiniir pigment renkleri belirlenmistir (Sekil 2.18). Havasal
misel ve spor renkleri i¢in, beyaz, gri, kahve, kirmizi, krem, pembe, sari, siyah, yesil;
substrat misel renkleri i¢in eflatun, gri, kahve, kirmizi, pembe, sari, siyah, yesil ve
¢Oziinlir pigment renkleri i¢in eflatun, kirmizi, kahve, pembe ve sar1 olarak kategorize

edilmislerdir.

Sekil 2.17. Cesitli test suslarinin Micrococcus luteus* a kars1 antimikrobiyal aktivitesi

Test suslariin morfolojik 6zelligi olarak, spor zincir morfolojileri belirlenmistir.

Bu amagla, Inorganik Tuz—Nisasta Agar (ISP 4) besiyerinde 25 °C’ de biiyiitiilen test

suslari, inkiibasyonun 21. giliniinde 151k mikroskobu ile 400x biiyiitmede incelenerek
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gozlenmislerdir. Spor zincirleri; diiz-dalgal1 zincirler (rectiflexibiles), ucu kanca ya da
halka ile biten zincirler (rectinaculiaperti), spiral zincirler ve vertisiller olmak tizere 4

ana grupta degerlendirilmistir.

Sekil 2.18. Bir aktinomiset izolatinin Inorganik Tuz—Nisasta Agar (ISP 4) ortaminda 14
giinliik biiylimesinde substrat ve havasal misel renkleri A. Havasal misel, B. Kontrol
petrisi, C. Substrat miseli

Sonug olarak, niimerik taksonomik c¢alismalar toplam 44 taksonomik birim ile
gergeklestirilmistir.  Bunlardan 16 tanesi, izolasyon c¢alismasi ile elde edilen ve renk
gruplamas1 yolu ile tiim izolatlar arasindan segilen test suslaridir.  Izolatlarin
benzerliklerinin belirlenmesi agisindan calismaya 28 adet Streptomyces tip Ornegi de
dahil edilmistir (Cizelge 2.10). Ayrica, segilen testlerin giivenirliligini ve test hatasinin
belirlenmesi i¢in izolat ve tip suslarindan rastgele secilmis 4 test susu farkli kod
numaralar1 verilerek ¢alismaya duplikat olarak dahil edilmistir (Cizelge 2.11). Tiim test
suslar1 138 birim karakter agisindan degerlendirilmistir. Bu asamada test suslarina
uygulanan testler degradasyon, fizyolojik, biyokimyasal, biiyiime, morfolojik ve
pigmentasyon Ozelliklerine iligkin bilgiler elde edilebilecek bigcimde se¢ilmistir. Elde

edilen test sonuglari, pozitif (+) ya da negatif (-) olarak kodlanmistir.
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Cizelge 2.10. Aktinomiset izolatlarin tanilanmasi amaci ile kullanilan referans tip tiirler

Izolat No ISP No Referans Tip Tiir Ismi
1 5073 Streptomyces phoeochromogenes
2 5081 Streptomyces luridus
3 5088 Streptomyces niveus
4 5099 Streptomyces prasinus
5 5109 Streptomyces nodosus
6 5112 Streptomyces filipinensis
7 5155 Streptomyces glaurescens
8 5188 Streptomyces matensis
9 5190 Streptomyces goshikiensis
10 5203 Streptomyces fluorescens
11 5230 Streptomyces venezuelae
12 5231 Streptomyces rochei
13 5234 Streptomyces antibioticus
14 5236 Streptomyces griseus
15 5242 Streptomyces umbrosus
16 5260 Streptomyces rimosus
17 5321 Streptomyces kranskii
18 5334 Streptomyces olivaceoviridis
19 5362 Streptomyces cellulase
20 5381 Streptomyces viridis
21 5438 Streptomyces violaceolatus
22 5445 Streptomyces albidoflavus
23 5454 Streptomyces viridogenes
24 5487 Streptomyces lavenduligriseus
25 5496 Streptomyces diastaticus
26 5517 Streptomyces erythraeus
27 5552 Streptomyces omiyaensis
28 5593 Streptomyces fulvissimus
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Cizelge 2.11. Test hatasini1 belirlemek i¢in kullanilan duplikatlar

Test Susunun Adi Kodu Duplikat Kodu
Streptomyces griseus M 5236 D 0001
Streptomyces kranskii M 5321 D 0002

Streptomyces sp. M 0109 D 0003

Streptomyces sp. M 0534 D 0004

2.2.5.2.3. Niimerik testlerden elde edilen verilerin istatistiksel analizi

Toplam 44 test susunun 138 birim karakter bakimindan elde edilen verileri
pozitif (+) ya da negatif (-) olarak kodlandiktan sonra IBM-PC uyumlu bilgisayarda X-
Taxon programinda kaydedildi. Duplike suslarin da dahil oldugu +/- sonuglar, 1/0
formatina doniistiiriildiikten sonra NTSys-pc istatistiksel paket programi (Wishart,
1978) kullanilarak analizleri yapildi. Test hatasinin saptanmasi i¢in test varyansinin
hesaplanmasindan sonra (Siy; Sneath ve Johnson, 1972) duplike olarak secilmis suslar
son veri analizlerinden ¢ikarilmistir.

Elde edilen veriler 1s181nda suslar arasindaki benzerlik oranlart hem + hem de —
verileri esit oranda degerlendiren Ssy (Simple matching coefficient; Sokal and
Michener,1958) katsayis1 kullanilarak hesaplanmis, kiimeleme ise Complete algoritmi
ile olugturulmustur. Boylece, Tiirkiye’ nin ¢esitli metalik maden yataklarindan ve metal
ile kirletilmis ortamlardan izole edilmis olan Streptomyces izolatlarinin standart tip

tiirler ile benzerlik dereceleri belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Metale Direncli Aktinomiset Izolatlarinin Eldesi

Calismanin aktinomiset izolasyonu asamasi 12 farkli lokaliteye ait toplam 42
farkli toprak/sediment o6rnegi ile gerceklestirilmistir. Bu c¢aligmalar sonucunda toplam
olarak 135 adet aktinomiset izolati elde edilmistir (Cizelge 3.1). Bu izolatlarin 6nemli
bir kisminin ekonomik olarak metalik maden iiretimi yapilan metal ocaklarindan elde
edilmis olmasi, izolatlarin metal toleransi agisindan potansiyelini ifade etmektedir.
Uzun yillardir metal eldesi i¢in kullanilan Muratdere (Bilecik) ve Kiire (Kastamonu)
bakir ocaklari, Balya kursun ocagi (Balikesir), Karagam nikel — demir ocagindan

(Eskisehir) ¢ok sayida aktinomiset izolat1 elde edilebilmistir.
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3.2. izolatlarin Cesitli Metallere Olan Direncinin Kat1 ve Sivi Besi Ortamlarinda

Belirlenmesi

3.2.1. Metal direncinin kalitatif tayini

Izolatlarin metal igeren besi ortaminda biiyiime dzellikleri, metal igermeyen besi
ortamindaki biliylime oranlart ile karsilastirilarak degerlendirilmistir(Sekil 3.1). Toplam
135 adet aktinomiset izolatinin arastirildigl ¢calismamizda, deneme sonuglar1 3 paralelin
ortalamas1 bi¢iminde sunulmustur. izolatlarm metal igeren besi ortamlarinda biiyiime

durumlan Cizelge 3.2° de sunulmustur.

Sekil 3.1. 1000 mg/l konsantrasyonda nikel igeren besi ortaminda tolerans
denemesi. (1, 2, 3, 5 ve 8 numarali izolatlar pozitif, 4, 6 ve 7 numarali izolatlar ise
negatif sonug olarak degerlendirilmistir.)
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Aktinomiset izolatlarinin metal igeren kati ortamda biiylimesi sirasinda
biiylimenin inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon “minimal inhibitoér konsantrasyon”
(MIK) olarak belirlenmistir (Sekil 3.2). Buna gore, kullanilan metallerin aktinomiset
izolatlarina karst MIiK degerleri belirlenmis olup elde edilen degerler Cizelge 3.3° te

sunulmustur.

Sekil 3.2. Nikel igeren besi ortaminda MIK degerinin belirlenmesi. (9 ve 10

numarali izolatlar i¢in MIK degeri 1000 mg/l, diger izolatlar i¢in >1000 mg/l olarak
degerlendirilmistir.)
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Cizelge 3.3. Cegltli metallerin metal ile kidetilmis toprak/sediment Smeklerinden edde edilen aktinomiset
reolatloring karga sammal mhibstor kensantrasyon degerleri (mg'T)

hr‘jl':‘ i Co Zn Cu Fe cd P Hg
101 | =000 | 200 | =000 | 1000 1000 200 =200 &
102 1000 | 1000 | 1000 1000 1000 100 =200 =
103 1000 | 1000 060 | 1000 1000 200 =200 200
104 | =000 | 1000 L0 1000 1000 5 =200 T
103 =] K] =] MK} =] i) 100 =100 R 1] =20} 50
107 | >1000 | =000 | 1000 | 1000 | =>100D 5= =200 5
109 | =000 | =000 | 1000 000 | =1000 | 200 =200 100
m =1000 | =1000 | 1000 WOl | =1000 5= =200 5=
112 | =000 | =000 | 1000 1000 00 50 =200 T
113 | =000 | 200 1000 000 | =1lo0d 10 300 [
114 | =1000 | =t0op | 1000 100 | >1000 50 =200 =
115 1000 1000 1000 200 1000 T =200 50
200 | 1000 | 1000 | 1040 | 1000 | =000 = =200 10
202 | =1000 0 10K 100 | =10o0 = 200 5>
203 1000 ) 200 100 1000 5 =200 5=
W06 | =000 | 1000 104 00 | 1000 50 =200 5=
07 200 200 000 | =1000 | >1000 | =200 | =200 | =200
208 | 1000 | =1000 | 1000 1000 | =1000 | 200 =200 i
2 200 200 | =100 | 200 | >1000 10 =200 | =200
213 1000 100 | =000 | 200 LOG 50 =200 o
215 Wao | =ioon | 100 100 1000 = =200 5=
26 | =1000 30 200 M0 | =10 50 =200 5=
37 | =000 | 200 10= 200 1000 o= =200 5
718 | =000 00 L0 100 1000 10 200 50
219 1000 200 100 1000 1000 100 =200 10
24 | =000 50 200 1000 | =Loob 5l =200 5
27 | =0 | =000 | 20 100 | =10on 5 200 5=
730 | 1000 | >1000 | =000 | 1000 | 1000 Lan =200 50
231 Lann 200 200 1000 | 1000 | 200 =200 50
233 1000 200 200 20l 000 100 =300 300
T4 | =000 | 1000 | =iooo | 200 | =lo0d 0 =200 =
335 | =1000 | =000 | 1040 1040 §000 50 =200 50
336 | =000 | =000 | 1000 1000 | =1000 T =30} 10
0] 1000 100 200 %0 1000 T 200 o=
305 | =000 100 | =000 | 1000 | =i000 50 =200 50
411 000 106 MO | 200 1000 i | =200 10
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Cizelge 3.3. Cesitli metallerin metal ile kirletilmis toprak/sediment trneklerinden elde edilen aktinomiset
izolatlarina kars: minimal inhibitor konsantrasyon degerleri (mg/1) (devam)

lzﬁff‘ Ni Co Zn Cu Fe cd Pb Hg
412 200 >1000 | 1000 200 1000 200 200 >200
418 1000 | >1000 | 1000 200 1000 50 >200 5>
421 1000 200 200 200 1000 50 >200 100
422 >1000 | >1000 100 200 | >1000 10 >200 5>
511 >1000 | >1000 | 1000 1000 | 1000 50 >200 50
522 1000 | >1000 | 1000 1000 | >1000 50 >200 5>
524 200 200 200 1000 | >1000 | 200 50 >200
525 1000 100 10> 50 200 5> >200 5>
526 1000 | >1000 | 1000 1000 | >1000 50 >200 200
527 1000 | >1000 100 100 200 5> >200 100
531 >1000 | >1000 | 1000 1000 1000 200 >200 | >200
532 | >1000 | 1000 100 100 1000 50 >200 5>
533 1000 1000 1000 1000 | =1000 50 >200 10
534 1000 50 1000 1000 | >1000 50 >200 50
535 1000 | >1000 | 1000 1000 200 50 >200 5>
536 | >1000 | 1000 1000 | >1000 | 1000 50 >200 10
601 1000 | >1000 | 200 1000 | >1000 | =200 >200 10
603 | >1000 | =1000 | >1000 | 1000 1000 | >200 | >200 50
609 | >1000 | >1000 | 1000 1000 | >1000 5> >200 5>
610 | >1000 | >1000 | 1000 | >1000 | >1000 200 >200 50
613 | =1000 | =1000 | 1000 1000 | >1000 50 >200 50
614 1000 | >1000 | 1000 200 1000 10 >200 50
615 >1000 | >1000 | >1000 | 1000 | >1000 200 >200 100
616 | =1000 | >1000 | 1000 1000 | >1000 200 >200 5>
620 1000 200 1000 50 >1000 5> >200 10
621 >1000 | >1000 200 1000 | >1000 100 >200 50
622 | >1000 | >1000 200 100 1000 5> =200 10
624 | >1000 | 1000 | =1000 200 | >1000 50 =200 5=
625 1000 200 1000 200 | >1000 50 >200 50
626 1000 200 | >1000 | >1000 | >1000 50 >200 10
627 | >1000 | 1000 | >1000 | >1000 | >1000 50 >200 200
628 >1000 | 1000 | >1000 200 | >1000 50 >200 5>
632 1000 | >1000 | 1000 200 | >1000 50 >200 50
633 >1000 50 200 1000 1000 5> >200 5>
701 >1000 | =1000 | >1000 | 1000 1000 100 >200 100
702 1000 | >1000 10> 100 200 5> >200 10
704 >1000 | 1000 200 oo | =1000 50 =200 50
705 >1000 | 1000 | >1000 | 000 | >1000 | 3200 | >200 100 |
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Cizelge 3.3. Cesitli metallerin metal ile kirletilmis toprak/sediment Sreklerinden elde edilen aktinomiset
izolatlarma kargi minimal inhibitor konsantrasyon degerleri (mg/l) (devam)

1";}"“ Ni Co Zn Cu Fe cd Pb Heg
o

706 | >1000 | 1000 | >1000 | 1000 | >1000 | 200 | =200 100
707 200 1000 | 1000 200 200 5> >200 | 200
708 1000 100 | >1000 | 1000 | 1000 | 200 =200 50
700 | >1000 | 1000 | >1000 | 1000 | >1000 | 50 >200 50
712 200 50 100 50 100 5> 100 5>
713 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 | 1000 100 | >200 100
714 1000 | 1000 | >1000 | 1000 | 1000 50 >200 50
715 | >1000 | >1000 | 200 100 | >1000 10 ~200 10
717 | >1000 | >1000 | >1000 | 200 1000 50 =200 | 200
719 | >1000 | 200 200 200 1000 10 >200 50
720 1000 50 >1000 | 1000 100 10 >200 50
722 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 | >1000 50 >200 50
723 | >1000 | 50 200 200 | >1000 | 50 >200 50
725 | >1000 | 50 1000 | 1000 | >1000 | 50 >200 5>
727 100 50 200 1000 | =1000 | 5> >200 5>
728 1000 | 1000 | >1000 | 1000 | 1000 5> >200 5>
729 200 50 200 100 1000 5> >200 5>
732 1000 200 1000 200 1000 50 >200 5>
733 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | >1000 | 50 >200 | 200
801 1000 200 100 100 1000 10 >200 5>
803 | >1000 | >1000 | 1000 | 1000 | >1000 | 200 [ >200 50
804 | >1000 | 1000 100 200 1000 50 200 5>
805 =100 1000 200 100 1000 50 =200 50
806 200 200 50 100 1000 50 >200 10
807 1000 50 200 200 | >1000 | 50 =200 5>
809 | >1000 | >1000 | 1000 | 200 1000 50 200 5>
811 | =1000 | 200 100 200 1000 50 >200 10
813 1000 50 100 200 | >1000 10 >200 5>
901 1000 50 100 200 | >1000 | 5> >200 5>
902 | =1000 | 1000 | 1000 | 1000 | >1000 | 50 >200 50
903 | >1000 | 200 | >1000 | 1000 | 1000 5> >200 10
508 1000 | 1000 100 1000 | >1000 | 50 =200 5>
1002 50 50 50 50 ~1000 | 5> =200 5>
1003 10D =1000 =1000 20 =1000 100 =200 5=
1004 | 1000 100 | =000 | 1000 | 1000 | =200 | =200 50
1006 | 1000 50 1000 | 1000 | >1000 10 200 5>
1101 | >1000 | 200 50 100 1000 50 >200 5>
1102 1000 | >1000 | 200 | S0 | 200 50 >200 5>
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Cizelge 3.3. Cesitli metallerin metal ile kirletilmis toprak/sediment Grmeklerinden elde edilen akiinomiset
izolatlarina kars) minimal inhibitor konsantrasyon degerleri (mg/l} (devam)

el (R Co Zn Cu Fe cd Pb Hg
1103 | 1000 | >1000 | >1000 | 200 | 1000 | 50 | >200 | 5>
1104 | 1000 | 100 | 100 50 1000 | 50 | >200 | 50
1106 | >1000 | 1000 | 100 | 200 | 1000 | 50 | 200 | 5>
1107 | 1000 | 200 | >1000 | 200 | 1000 0 | >200 | 5
1108 | >1000 | >1000 | 1000 | 200 | 1000 | 50 | >200 | 50
1109 | >1000 | 100 | >looo | 1000 | 1000 | 5> | >200 | 50
1111 | >1000 | 200 50 200 | 1000 | s0 | >20 | s»
1112 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 | 1000 | 50 | >200 | 5>
1113 | 1000 | 1000 | >1000 | 200 | 1000 | s0 | >200 | 100
1115 | >1000 | 1000 | 1000 | 200 | 1000 | 10 | >200 | 10
1116 | >1000 | >1000 | 1000 | 1000 | >1000 | 50 | >200 | 50
1120 | 1000 | 200 | 200 | 200 | 1000 | s0 | >200 | 5>
1202 | 1000 | >1000 | 1000 | 1000 | >1000 | 100 | =200 | 50
1206 | 1000 | 1000 | 200 | 1000 | >1000 | 10 | >200 | 5>
1210 | 1000 | 200 | 1000 | 1000 | 1000 | 50 | >200 | s>
1211 | >1000 | 1000 | 1000 | 1000 | >1000 | 50 | >200 | s>
1213 | 1000 | 100 50 | 1000 | >1000 | 10 | >200 | 5>
1214 =1000 | =1000 1000 1000 =1000 50 =200 50
1215 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 | >1000 | >200 | >200 | 10
1220 | 1000 | >1000 | 1000 | 1000 | >1000 | 50 | >200 | 5>
1222 | 1000 | >1000 | 200 | 1000 | 1000 50 | >200 | 5>
1228 | 200 | 100 | 1000 | 1000 | >1000 | 50 | >200 | s>
1231 | 1000 | 10> | 200 | 1000 | 1000 | 5> | >200 | 50
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Eldeki veriler, izolatlardan 6nemli bir kisminin ¢esitli metallere karsi direng
gosterdigini vurgulamaktadir. Kullanilan en yiiksek metal konsantrasyonlarina karsi
direngli olan izolatlarin say1 ve oranlar1 Cizelge 3.4’ te, ikinci en yiiksek konsantrasyona

kars1 direngli izolatlarin oranlari ise Cizelge 3.5 te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.4. Aktinomiset izolatlarinin kullanilan en yiliksek metal konsantrasyonuna
direng oranlar1

1000 mg/1 200 mg/1
Ni2+ C02+ Zn2+ Cu2+ Fez+ Cd2+ Pb2+ Hg2+

Direngli izolat
71 55 35 5 67 6 127 5
sayisi

Direngli izolat
52,6 40,7 25,9 3,7 49,6 4,4 94,1 3,7

orant (%)

Cizelge 3.5. Aktinomiset izolatlarinin kullanilan ikinci en yiiksek metal
konsantrasyonuna direng oranlari

200 mg/1 100 mg/1

Ni*" Co™ Zn’ Cu”™” Fe’" cd™ Pb* Hg™"

Direngli izolat
124 81 85 74 127 20 12 133
sayisl

Direngli izolat
91,85 60 62,96 54,81 94,07 14,81 8,88 98,51
orant (%)

3.2.2. Metal direncinin yar1 kantitatif tayini

Kalitatif analiz metodu ile gergeklestirilen tolerans testleri sonucunda, en yiiksek
metal konsantrasyonlarina daha direngli goriilen toplam 68 izolat se¢ilmistir. Yari
kantitatif metal direng testleri secilen bu izolatlar ile gergeklestirilmistir. Cesitli metal
konsantrasyonlarint igeren filtre kagitlar1 etrafinda olusan inhibisyon zonunun

kiigiikliigii, izolatin toleransin bir ifadesi olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.3). Bu
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izolatlarin biiyiimesinin ¢esitli metal konsantrasyonlar: tarafindan inhibisyon degerlerini
iceren veriler Cizelge 3.6” da sunulmustur.

Sonuglar ayni izolatin farkli metallerin farkli konsantrasyonlarina direng
gosterebildiklerini vurgulamaktadir. Durumun bir 6rnegi olarak, Sekil 3.3” te denenen
aktinomiset izolatinin farkli kadmiyum (5-200 mg/l) ve bakir (10-1000 mg/l)

PR

konsantrasyonlarina kars1 toleransinin degistigi goriilmektedir.

Sekil 3.3. 7-2 kodlu izolatin farkli kadmiyum (5-200 mg/l) ve bakir (10-1000 mg/l)
konsantrasyonlarina karsi yar1 kantitatif metal toleransi



Cizelge 3.6, Metal ile kirletilmis toprak/sediment Grneklerinden elde edilen aktinomiset izolatlanina kars: gesitli
metallerin olusturdufu inhibisyon zonlar (mm)

Izolat Kodu
Metal s|le|ls|e|=|2(2|2|8|8&|&|%
Ady _mg/l
0] - - - - - - - - - - - -
50| - - = = - - - - 5 : - -
Mi 100 - - - - - . - - - - - -
200 - - - - - - - - |20 [ - - -
1000 35 | 8 - - 205 - - - < |- 9 =
0| 12 | - - - - - - - - T
50| 20< | - - - - - - - - -l |-
Co 00| 20< | - - - - e | I e - - < | -
00| 20< | 11 | - - 9 - < | - - - [ 20<
00| 40< | 13 | - | 85 | 25 | - [ 20 [ - [ss| - [4<] &
| - - - - - - - - - | 20<
0 - - - - - . - - - - 20< | -
Zn 00| - - - - - - - - - - <] -
00| - - - -] - - - 2| - [2<] -
1000 | 40< | 11,5 | 17,5 | - | 40< | - - (4= | 29 | - [40<| 16
0] 20« | - - - |2 | - - - - - =] -
sof 20< | - - - <] - - 8 - - | 20<| -
Cu 100 | 20< | - - - | 20< | - T e - =] -
200 | 20< | - - - [20<] 8 - (s - - 2 |-
1000 40< | 9 | 12 | 9 | 40< | 14 [ 11T | 225 | 40< | 145 | 40< | 12
0] - - - - - - - - - - 2= | -
50 - - - - - : - = - R R £
Fe 100 | - - - - - - = - - - < | -
200 30 | - - - - - - - 2= | - <] -
1000 55 | - - - - - 8 | 40< W< | -
51 - - |24 | - [w5] 8 - - 155 ] - - -
0] 9 -2z - [ [ws| - - | 20 | - - -
cd s0] 20 | 12 | 325 - | 17 | 19 | - [20<] 28 | - | 9% | 105
100 31 | 17 | 31 | - | 26 | 2 | - [20<] 31 [ - | 20<] 165
00| 29 | 185 | 35 | - | 325|255 - [4d0<| 34 | - |40< | 2
s 15 | - - B - - - -
10 15 - = - - - - - = ] : B
Ph | 11 - - - - = 4 = i 10 = 5
00| 12 | - > - - - - - - [ | -
00 17 | - - - - - - ER IO I
5| 27 i3 20 | 20= | 20< | 20< | 15 | 20= | 20< We | 20< | I8
0] 25 | 14 | 203 | 20< | 20< | 20< | 19 [ 20< | 20= | 20< ) 20< | 20 ;
He 50| 285 | 21,5 | 26 | 20< | 20< | 20< | 25 | 20= | 20< | 20< | 20< | 215
100 | 38 | 235 | M | 20< | 20< | 20= | 24 | 20« | 20< | 20< | 20< | 20<
[ 20| 53 | 33 | 17 [ W< | 40<[R0<] 47 | 40< ] 40< | 40< | 4b< | A<
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Cizelge 3.6. Metal ile kirletilmis toprak/sediment timeklerindenelde edilen aktinomiset izolatlarma karsi gesitli
metallerin olusturdufu inhibisyon zonlart (mm) (devam)

Izolat Kodu
I I I R R
Ad mg /1

Bl 2 =1 =] 2 [ =] s == [] =15 [ =
o] - | - | - | - =l =3 2l =1T=1=F= [ =
Ni Wl =1 =1 cTz= ==l ]=]=c][=]=
00| - = = 3 Z 2 2 : 5 = = %
Wwoo| B | - | B3 |1 9% -] -1°8]-1-1-1-
o] - | -] =] <<~ ~-1]+1-1-1-[-71-+
ol 9 | -1 -1-19°91]-1-1-1-1-1-1-
Co w| 3] -] -8 2| - -1-1-1-1-1-+-
200165 - | - | 9 |20<| 8| -] -1 -|-1]-1-
00| 20 | ¢ | - | 18 |40<| 11 [ 9 [ 10| - | - |- |-
=1 =1 = telar e =1 s 42 154 ¢
= | =] = == == [=] == ]=]~
Zn wo| - | &5 | - | -1 -1-1-1-1-1T][-1]-
0] - | 2| - - -1-1-1]~+=1]- [==]- -
0| 16 | 3 | B | - | - | 2 - | - | - |25 - | %<
=1 =1 2§ =F =1 = =1=]=]=]=]¢®
@ =] e = [=]++] ~I=[=0=1= L= |~
Cu W =] =zl =] el s FTwlF=dr [=|®] ¢
0| - | - | - | - | - B3] - | -] - [ B[] -1
000 18 | - | 125 | 12 | 12 | 30 | 10 [ 135 - | 25 | 11 | 283
Wl = = ==l s2fTz12] 4% =] = »
o] - | - | -1 -1-1-1-1-1-1-1-1-
Fe W = = 1 =0t =T 17 a1 sz =] £ ¢
] = | = | = | =1 = | = [=] =1=]]=1+~1-+
0] - | - | - - | - [B5) - -1 -]-]Tmw] -

5| = - | 145 | 165 | - - - - - - :
0125 - | 8| 8] -] -] -1-12] -1 - [ -
cd 500 21 - 24 29 - - 13 - 20< - - -
00| 225 | 8 |255 |25 - | - | 6 | 17 | 8|9 [ - | -
300 25 | O | 295 | 355 | - | - | 225|265 | 20 | 11 | 15| 16

5 = - - - = - = = - =

B[ = | - = | = =] = | = = [~

Ph 50 - - - - 10 - - - - - -
w| - | - -1-191-1-1-1-1-1-1-

00| - | -] -] - 10 -1-1-1-1-+-1-
5120 | - | 7 | 2 [2<| 17 | 17 [20< | 20< | 5|15 13
0] 19 | - | 145 | 1 | 20< | 16 | 16 | 20< | 20< | 1& | 15 [ 113
He 50| 20 | 10 | 16 | 205 | 20< | 195 | 20 | 20< [ 20< | 16 | 20 | 12
00| 20< | 18 | 19 | 3L5 | 20< | 25 | 28 | 20< | 20< | 205 | 25 | 33
200| 40< | 19 | 25 | 36 | 40< | 325 | %5 | 40< | 40< [245 | 32 | 4




Cizelge 3.6. Metal ile kirletilmis toprak/sediment 8meklerindenelde edilen aktinomiset izolatlanna karg: gesgitli
metallerin olusturdodu inhibisyon zonlan {(mmYydevam)

fzolat Kodu
™ = = = =] o4 — e 1§ . g g ™
Metal 2 = 8 |2 =] ] (= = = = = =
Adi mg (1
| - . 20< = - - . 2 - - - -
50 - - 20= E = = - - - - 10 -
Ni 100 - - 20= - - - - - - - 16,5 -
00| 14 = 20-= - - . - 9.5 - - 15 -
1000 | 22,5 - 40< - - 0< | - 22 ek - 30 140
| - ¥ 20= = 15 - . - - - - -
;0 - - 20< 3 11,5 2 L - 20< Z : =
Co 10| - - 16,3 - 12 z - - 20< - 0= | -
00| - . 21,5 B 11,5 | 85 - E 20< - 20< B
1000 | 10 = 35 15 | 135 125] 9 20 | 40< | 95 | 40=< | 125
] - - - - - - - - - . - -
0] - = - - - Z = L - . - -
Zn wo| - - - - . - - - - - 9.5 -
200 | - = = : = . a : E - 123 -
1000 18 - 19 - - - - 0= | 19 | 235 | 225 | -
wl - - - - - 5 - . - 7 - =
0 - 10,5 | 20< - - = Z - - 5 - -
Cu 1o | 85 | 135 | 20< - - ] - - = e 10 %
200 145 | 165 | 20< - - 9.5 - - - . 135 -
1000 255 | 20 | 40< | 125 | 205 | 225 | 9 175 | 9 11 3l 13
| - - Z E E 3 - = u = B -
50 - - - - - - - - 5 - - -
Fe e - B R - s z B Z = 5 z
200 | 11,5 = - E - - - . - = 11 -
1000 | 22 14 - 20 14 1% - - . - s | -
5| - E = = [ 20< [ - - E - SR T
w| 9 - < - 20< - - F - - 20< :
cd 50 | 20< E: o< | 22 | 20« - . 13 11 c 20< | 12,5
00| 20= | 11,5 | 20= | 25 | 20< | 20 g [175[175 | - 20< | 18,5
200 40< | 185 | 40< | 31 | 40< | 25 | 12,5 | 33,5 | 225 - 40< | 19,5
5 - - - - - % < = ¥ 3 2 =
w| - = . . E . R 3 . - “ E
Ph 30 - - - - - - - - - - - -
1w - - - - . = E . 2 - = :
200 - = P v 0 . - : 2 = - .
5| 22 | 20< | 20 | 22 | 20< | 27 13 20 22 9 11| 125
W] 24 | 20= ] 20« | 20< | 20< | 26 14 11 23 13 | 125 | 135
Hg 0] 28 | 20< [ 23 | 20< | 20| 30 [ 175 | I8 | 20< | 15 | 155 | 20
wol| 30 [ 20| 32 | 20< | 20< | 32 23 [ 265 | 20 | 205 ) 185 | 23
00| 3 | d0< | & | d< [ d< | @ | 31 | B [ M= B | ™ | T




Cizelge 3.6. Metal ile kirletilmis toprak/sediment drneklerinden elde edilen aktinomiset izolatlarma kars: gegitli

metallerin olusturdugu inhibisyon zonlan (mm) (devam)
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Izolat Kodu

Metal

Adi mg /1
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=
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1o
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20=
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40=<
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40=
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28,5

285

cd 50

24

10

15

10
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20=
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40=
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9.5
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Cizelge 3.6. Metal ile kirletilmig toprak/sediment meklerinden elde edilen aktinomiset izolatlanna kars: cesitli
metallerin olusturdufe inhibisyon zonfan (mm) {devam)

Tzolat Kodu o | @ | @ | ¢ || 6|z
Metal — — —_ 4 ™ ~ 4 rd
Adi men| | | "~ | i Bl Tl
0] - - : = 2 = =
50 7 - _ = . = -
Ni 0ol - E - - - - - -
200 - = T 5 2 : . -
To00| 12 | 40< | - | 145] 12 | 8 |05 | 11
0| - | 20<| - 2 : = : =
B | e = - z N E
Co woe| - | 20< | - z = = : %
200 | 10 | 20= - = & 9.5 . 5
1000 | 165 | 40< | 10 | 11,53 | 7.5 | 145 | & | 11
0 - 3 155 | - : ; -
0] - - e e 3 : : :
7n w0 - | 20| - T = : :
200 - | 20< | - | 10 | - = : :
1000 10 | 40< | 18 | 13 | 225 | 9 T [ 255
0| - : : 2 5 - z :
50| - - . - - 9 - -
Cu 0o - z 3 = T T [ :
200 7 9 9 : - | 95 | 8 ]
1000| 95 | 18 | 15 | 10 | 21 | 15 | 145 | 13
0] - : 5 : = : : E
0] - | 20= | - = - : ’ :
Fe 100 - 20= . - - - - -
2000 - | 20 | - = T2 [ 5 .
1000 7 | 40< | 85 | - 9 | &5 | 95 | 10
51115 | - : 7 [ W | & - | 85
0| 145 | - R T T R T (e I
cd 50| 225 | - | 28 | 13 |25 ] 28 | - | 215
0| 2% | 6 2] 20 || 22 - | B
00| 285 | 205 | 40< | 20 | 435 | 26 | 15 | 29
5 = = o 5 - " =
| - - = : - : ; =
Ph 50 - - - - . - -
100 : s = 5 - - =
00| - 2 : - : 2 = =
51235 | 13 | 11 | 9 | 205 | 20< | 185 | 1853
0 285 | 15 | 12 | 12 | 30 | 20< | 195 | 21
He (315 | 20< | 15 | 14 ] 26 | 20<| 3 |
100 315 | 20< | 27 | 16 | 275 | 20< | 30 | 27 ]
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3.2.3. Metal direncinin kantitatif tayini

Bu asama icin yar1 kantitatif metod ile diger izolatlardan daha yiiksek metal
direncine sahip oldugu belirlenen 7 aktinomiset izolat1 se¢ilmistir. Bu izolatlar 3 farkl
metalin (N1, Zn, Pb) iicer farkli konsantrasyonda ilave edildigi ve edilmedigi ortamlarda
bliylitiilmiistiir. Biiylime orani dikkate alinarak elde edilen veriler karsilastirilmistir
(Sekil 3.4). Degerlendirme parametresi olarak inkiibasyon siiresince elde edilen kuru
hiicre agirligi ve kontrole gore hiicresel kitle artis degerleri kullanilmistir. Metal
tolerans1 arastirilan 7 izolatin kuru hiicre agirligi ve hiicresel kitle artis1 degerleri sirasi

ile cizelge 3.7 ve 3.8’ de sunulmustur.

Sekil 3.4. Kursun (100 mg/l) varliginda 236 kodlu aktinomiset izolatinin kantitatif metal
toleransi
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Cizelge 3.7. Aktinomiset izolatlarinin metal iceren biliyiime ortaminda 7 giinliik

inkiibasyon sirasinda sagladiklar1 kuru hiicre agirligi (mg)

Metal Kons.
(mg/) 112 113 206 227 234 236 723
50 7.5 26.3 45.1 30.4 24.5 17.9 213
Ni 100 6.3 19.2 22.7 15.7 30.5 23.8 22.5
200 8.7 20.0 20.5 15 20.9 12 21.6
50 12.1 21.6 24.6 13.9 18 8.6 27.4
Zn 100 7.7 24.1 21.6 11.1 26.6 14.6 28.3
200 10 233 27.8 11.6 29.8 13 28.6
10 10 59.7 22 37.2 35.9 62.7 324
Pb 50 10.9 68.2 26.1 43.2 33.1 62.7 20.6
100 8.3 73.6 355 11.5 253 69.1 25.8

Cizelge 3.8. Aktinomiset izolatlariin metal iceren biliyiime ortaminda 7 giinliik

inkiibasyon sirasinda kontrole gore hiicresel kitle artis1 (%)

Metal Kons.
(mg/) 112 113 206 227 234 236 723
50 65,64 52,03 106,62 64,20 59,13 103,77 69,27
Ni 100 55,51 37,88 53,55 33,05 73,76 137,68 73,17
200 76,21 39,47 48,46 31,68 50,42 69,28 70,08
50 106,61 42,73 58,16 68,74 43,41 49,86 88,94
Zn 100 67,40 47,68 50,95 54,84 64,21 84,64 91,87
200 88,11 45,99 65,60 57,32 71,95 75,36 92,85
10 88,11 106,33 80,59 78,56 86,82 119,66 105,37
Pb 50 96,04 121,48 95,60 91,24 79,93 119,66 66,99
100 73,13 131,19 130,04 45,89 61,06 131,78 83,90
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3.3.Metal Direncinin Biyosorpsiyon ile iliskisinin Belirlenmesi

Calismamizda ii¢ farkli metal toleransi seviyesinde yer alan (kalitatif, yar1
kantitatif ve kantitatif metal toleransi c¢alismalarinda kullanilan) toplam 18 adet
aktinomiset izolat1 karsilagtirilmistir. Bu izolatlarin 100 mg/1 Pb** (pH 5.0) ¢ozeltisine
eklenerek 60 dk boyunca 200 rpm’ de karistirilmasi sonucunda ortamda kalan kursun
miktar1 ve her gram kuru hiicre i¢in ortamdan uzaklastirilan metal miktarlar ¢izelge

3.9’ da sunulmustur.

Cizelge 3.9. Farkli metal toleransina sahip izolatlarin metal biyosorpsiyon kapasiteleri

Izolatin Metale fpolat N Kalan Konsantrasyon Biyosorpsiyon kapasitesi
zolat No

Direng Seviyesi (mg/ml) (mg metal/g biyosorbent)
301 59.44 20.28
411 81.10 9.45

Duyarl1 izolatlar 712 79.12 10.44
801 83.35 8.33
1104 69.14 15.43
114 72.40 13.48
422 85.91 7.05
536 84.79 7.61

Orta Derecede
. 603 83.42 8.29

Direngli 1zolatlar
627 74.70 12.65
715 63.56 18.22
803 84.53 7.74
113 58.46 20.77
206 74.36 12.82

. 227 86.22 6.89

Direngli Izolatlar
234 88.31 5.85
236 86.21 6.90
723 57.18 22.18

(Cozeltide kalan Pb konsantrasyonu ne kadar az ise izolatin biyosorpsiyon
yetenegi o kadar fazladir. Dolayisiyla o izolatin q degeri de yiliksek olacaktir. Bu

asamada 723 no’ lu aktinomiset izolat1 ¢alisilan diger izolatlara oranla 100 mg/1 Pb i¢in
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daha fazla biyosorpsiyon yetenegine sahiptir (q : 22.18). Bu nedenle biyosorpsiyon ile

ilgili sonraki ¢aligmalar i¢in bu izolat secilmistir.

3.4. Secilen Bir Aktinomiset Izolatinin Biyosorpsiyonda Kullanimi

3.4.1. Batch (Kesikli Sistem) kursun (Pb>") biyosorpsiyonu

25 -6
20 + T
4
— 15 +
0 e
Q
E I
=10 + B
+2
5T —e—q (mg/
q (mg/g) + 1
—&—son pH
0 1 1 1 1 0
1 2 3 4 5

Baslangi¢ pH

Sekil 3.5. 723 kodlu izolat ile Pb>" biyosorpsiyonuna baslangic pH’ min etkisi ve
biyosorpsiyon siiresince pH degisimi

Streptomyces 723 kodlu izolatin kuru biyomas: ile Pb>" biyosorpsiyonuna
baslangi¢c pH’ 1in etkisi, biyosorpsiyon siiresince ortam pH’ indaki Sekil 3.5’de ve pH’
a bagl olarak ortama salinan Na' ve K' iyonlarinin konsantrasyonlarindaki degisim

Sekil 3.6’ da sunulmustur.
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Sekil 3.6. pH’a bagli olarak ortama salinan Na" ve K iyonu derisimleri
Pb*" biyosorpsiyonuna biyokiitle miktarinin etkisi 0.4-6.0 g/l araliginda

incelenmis ve sonuglar Sekil 3.7° de sunulmustur.

25

20 A

q (mg/g)

m (g/l)

Sekil 3.7. 723 kodlu izolat ile Pb>" biyosorpsiyonuna biyokiitle miktarmimn etkisi
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Pb*" biyosorpsiyonuna temas siiresinin etkisi Sekil 3.8.’de goriilmektedir.

q, (mg/g)

24 A

22 A

20

20

40
t (dk)

60

80

Sekil 3.8. Zamanin fonksiyonu olarak 723 kodlu izolat ile Pb*" biyosorpsiyonu

Baslangi¢c metal iyonu konsantrasyonunun kesikli sistemde bakteriyal biyokiitle

ile Pb*" biyosorpsiyonuna etkisi Sekil 3.9 da verilmistir.

100

80 1

60 -

q, (mg/g)

40 A

20 A

100

200

300

C, (mg/l)

400

500

600

Sekil 3.9. 723 kodlu izolat ile Pb>" biyosorpsiyonuna baslangic metal iyonu
konsantrasyonunun etkisi
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3.4.2. Sikistirllmis yatak kolonda (Siirekli Sistem) kursun (Pb>") biyosorpsiyonu
723 kodlu izolatin Pb** biyosorpsiyon performansinin sikistirilmis yatak kolonda

incelenmesi amaciyla oncelikle en uygun kolon c¢api1 belirlenmis ve elde edilen veriler

Sekil 3.10° da sunulmustur. Farkli akig hizlarinda 723 kodlu izolat ile Pb*"

biyosorpsiyonuna ait veriler Sekil 3.11° de goriilmektedir.

q (mg/g)

kolon ¢ap1 (mm)

Sekil 3.10. Sikistirilmis yatak kolonda 723 kodlu izolat ile Pb**
biyosorpsiyonuna kolon ¢apinin etkisi

25

20 4

q (mg/g)

akis hizi (ml/dk)

Sekil 3.11. Sikigtirtlmis yatak kolonda 723 kodlu izolat ile Pb**
biyosorpsiyonuna akis hizinin etkisi
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Baglangic metal iyonu konsantrasyonunun sikistirilmig yatak kolonda bakteriyal

biyokiitle ile Pb*" biyosorpsiyonuna etkisi Sekil 3.12°de verilmistir.

80

70 T . .
60
— -
%.g 50 °
g °
o 40 1 °
30 Y
20 - ®
10 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
C, (mg/l)

Sekil 3.12. Sikistirilmis yatak kolonda 723 kodlu izolat ile Pb**
biyosorpsiyonuna baslangi¢c metal iyonunu konsantrasyonunun etkisi

Kesikli sistem ve sikistirilmis yatak kolonda bakteriyal biyokiitle ile elde edilen
denge verileri Freundlich ve Langmuir izoterm modelleri ile degerlendirilmistir. Pb*"
biyosorpsiyonuna ait Freundlich ve Langmuir izoterm grafikleri sirasiyla Sekil 3.13 ve

3.14° de sunulmustur.
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Inq

InC

Sekil 3.13. Kesikli sistem ve sikigtirilmig yatak kolonda 723 kodlu izolat ile Pb**
biyosorpsiyonu i¢in Freundlich izoterm grafigi

12000
@® batch
10000 O  kolon
8000 4
~
)
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& 6000
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4000
2000
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0 1000 2000 3000 4000 5000
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Sekil 3.14. Kesikli sistem ve sikistirilmis yatak kolonda 723 kodlu izolat ile Pb**
biyosorpsiyonu i¢in Langmuir izoterm grafigi
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Cizelge 3.10. Batch ve kolon sistemlerinde 723 kodlu izolat ile Pb*" biyosorpsiyonu i¢in
Langmuir ve Freundlich izoterm sabitleri

Langmuir Freundlich
Biyosorpsiyon Gmax K r L2 R; n Ky r;
sistemi (mol/g) (I/mol) Vg)
Batch 1,33x10° 3,54x10° 0.98 0,539 1,20 1,08x10" 0.98
Kolon 5,79x107* 7,73x10° 0,98 0,348 1,45 2,92x107 0,99

Kuru (8li)) ve yas (canh) hiicreler ile Pb*" biyosorpsiyon kapasiteleri kesikli

sistem ve sikistirilmis yatak kolonda degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 3.15° te

sunulmustur.

25

20 A

q (mg/g)

XX

%
%
25858

5%
%
bt
bt
bt
bt
bt
bt
bt
%
bt
bt
bt
bt

RRRRRRRRRRRRARKR,

2555
9%%s
0K
0K
3K
9%%s
9%%s
938
930S
9%
9%

2
XXX

25

XX

%
X XX
2R

aY

EXXA kuru hiicre (batch)
Il yas hiicre (batch)
XXJ kuru hiicre (kolon)
[ yas hiicre (kolon)

Sekil 3.15. Kesikli sistem ve sikistirilmis yatak kolonda yas ve kuru 723 kodlu
izolati ile Pb*" biyosorpsiyonu

Bakteriyal biyokiitle, Na-alginat ve agar ile immobilize edilmis ve immobilize

sistemlerin biyosorpsiyon kapasiteleri Sekil 3.16° da verilmistir.
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140

120 A

100 -

80 1

q (mg/g)

60 -

40

20 A

Na-alginate

immobilize hiicre
Agar immobilize hiicre 4

Kuru biyokditle

Sekil 3.16. immobilize sistemlerin biyosorpsiyon kapasiteleri

Eluent olarak 0.1 M HCI, 0.1 M HNO; ve 0.1 M EDTA kullanilarak desorpsiyon

verimleri incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.17° da sunulmustur.

120

100 -

80 -
60
40
20 -
0
HCI

HNO3 EDTA

Geri kazanim verimi (%)

Eluent tipi

Sekil 3.17. Farkl eluent ¢ozeltileri ile Pb*"nin desorpsiyon verimleri
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En yiiksek desorpsiyon verimi 0.1 M HNOs ile elde edilmis ve biyosorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii ayni kolon kullanilarak 5 kez ard arda tekrarlanmistir. Kolonun

tekrar kullanilabilirligine ait veriler Sekil 3.18° de goriilmektedir.

140 - | IEEE q (mg/g)
771 geri kazanim verimi (%)

120

100

80

60

40 -

20

0 1 2 3 4 5 6

Biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii

Sekil 3.18. Immobilize biyosorbent sisteminin biyosorpsiyon-desorpsiyon
dongiisii

3.4.3. Akiskan reaktor sisteminde (CFST) kursun (Pb*") biyosorpsiyonu

CFST sisteminde pH, akis hizi, metal ¢ozeltisi hacmi ve derisimi, biyokiitle
miktar1 parametreleri sabit tutularak biiyiik 6l¢ekte biyosorpsiyonun uygulanabilirligi
arastirilmistir. Belirli zaman araliklarinda sistemden alinan 6rneklerdeki biyosorpsiyon

verimi hesaplanarak, sonuglar Sekil 3.19° da sunulmustur.
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Sekil 3.19. Akigkan reaktor sisteminde immobilize biyokiitlenin Pb**
biyosorpsiyon verimi

Boylece atik sularda ya da atik sularda bulunan metal iyonlarinin giderilmesi
amaci ile metale direngli aktinomiset izolatlarinin kullanim olanaklar1 belirlenmis

olabilecektir.

3.5. Metal Direncine ve/veya Yiiksek Biyosorpsiyon Kapasitesine Sahip Izolatlarin

Kemotaksonomik ve Niimerik Metodlarla identifikasyonu

3.5.1. Aktinomiset izolatlarinin kemotaksonomik ozellikleri

Izolatlarin cins seviyesinde tanilanmasi amaciyla ©Oncelikle hiicre ¢eperi
diaminopimelik asit tipi belirlenmis; morfolojik caligmalar ile makroskobik ve
mikroskobik incelemeler gergeklestirilmistir.  Isik mikroskobu ile gercgeklestirilen
morfolojik ¢alismalardan elde edilen verilerin kemotaksonomik veriler ile birlikte
degerlendirilmesi ile izolatlarimiz cins seviyesinde tanilanmistir. Yapilan analizler
sonucunda 723 kodlu izolatin LL tipte DAP’ a sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.20)
Referans olarak kullanilan DL-a—g-diaminopimelik asit’ te bulunan ve izolatlarda

belirlenen LL-DAP’ in R¢ degeri 0.18 olarak saptanmustir.
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Sekil 3.20. 723 kodlu aktinomiset izolatinin hiicre ¢ceperi DAP analiz sonucu

3.5.2. Aktinomiset izolatlarimin niimerik taksonomisi

3.5.2.1. izolatlarin renk gruplarinin belirlenmesi
Izolatlarin renk gruplamasi, oatmeal agar (ISP 3), inorganik tuz-—nisasta agar
(ISP 4) ve pepton—yeast extract—iron agar (ISP 6), tirozin agar (ISP 7) besiyerleri

kullanilarak gerceklestirilmistir. Izolasyon ¢alismalari ile elde edilen toplam 135 adet

izolat, cycloheximide (50ug/ml) ilave edilen besiyerlerine inokiile edilmis ve 25 °C’ de
2 hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, ISP 3 ve 4

besiyerlerinde biiyliyen kolonilerin, havasal misel, substrat miseli ve ¢dziiniir pigment
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renkleri; ISP 6 ve ISP 7 besiyerinde ise, melanin pigmenti iiretme Ozellikleri
belirlenmistir. Izolatlarin olusturduklar1 pigment renkleri, Inter-Society Colour Council
National Bureau of Standarts (ISCC-NBS) Colour Name Charts (Unated States
Department of Commerce, Gaithersberg, Maryland, U.S.A.) katalogu kullanilarak
saptanmugtir. izolatlar, besiyerlerinde olusturduklari belirtilen renkler dikkate almarak
ISP 3 besiyerinde 17 renk grubuna (Cizelge 3.12) , ISP 4 besiyerinde ise 19 renk
grubuna (Cizelge 3.13) ayrilmistir.

Bu renk gruplarindaki dagilimlara ve izolatlarin direng ve biyosorpsiyon
calismalarinda verdikleri sonuglara dayali olarak secilen 16 adet izolat, niimerik
taksonomik caligmalarda kullanilmak iizere test organizmasi olarak ayrilmistir.
Niimerik taksonomik c¢alismalarda kullanilmak {izere se¢ilen izolatlarin elde edildikleri
lokalitelere gore dagilimi Cizelge 3.11° de sunulmustur.

Cizelge 3.11. Nimerik taksonomik g¢alismalarda kullanilmak {izere secilen izolatlarin
izole edildikleri lokalitelere gore dagilimi

Lokalitedeki
izolat No Izole edildigi Lokalite flge ve 11 kursun miktart

(mg/1)
103 34.295
109 _ 15.867
R Cimento Fabrikasi Inonii - Eskisehir
13 15.374
206 14.44
227

Karagam Koyii s Lo
234 (Nikel ~Demir Ocag) Sivrihisar - Eskigehir i
236
301 Tirkmenbaba Dag1 Eskisehir 10.39
534 Tiifekgikonak Koyt E g )
(Bakir Ocag) Inegdl — Bursa
715 . 0.60
Karadeniz Bakir Isletmeleri
723 Bakir Ocagi Kiire — Kastamonu 0.59
729 5.72
902 Akkonak Koyt Amasra — Bartin )
1003 Balya _ - 23767.2
Kursun Oca Balya — Balikesir

1108 Porsuk Nehir Sistemi Eskigehir :
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Niimerik taksonomik ¢alismalar i¢in segilen izolatlar, inorganik tuz—nisasta agar

(ISP 4) besiyerindeki spor zincir morfolojileri agisindan da incelenmislerdir. ISP 4

besiyerinde 25 °C’ de biiyiitiilen kiiltiirler, inkiibasyonun 21. giinlinde 151k mikroskobu
ile incelenerek gdzlenmislerdir. Spor zincirleri; diiz - dalgali zincirler (rectiflexibiles),
ucu kanca ya da halka ile biten zincirler (rectinaculiaperti), verticilliate ve spiral

zincirler olmak iizere 3 ana grupta degerlendirilmistir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14. izole edilen aktinomiset izolatlarinin ISP 4 besiyerlerinde spor zincir
morfolojileri

. Spor Zincir Morfolojisi
Izolat No

Rectiflexibles Rectinaculiaperti
103 + +

109

112

113

206

227

234

236

301

534

715

723

729

902

1003
1108

+

o B I

e e e B B S R

o e B B ) RS S A B IS

3.5.2.2. Niimerik testlerden elde edilen verilerin istatistiksel analizi
Niimerik taksonomi testleri 16 test izolati, 4 duplikat sus ve 28 tip 6rnegi olmak
lizere toplam 48 susun 138 birim karakter acgisindan degerlendirilmesini icermektedir.

Test hata degeri % 3,33 ve toplam test varyansi (Si*=0.005) olarak hesaplanmistir.
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Test hatasimin saptanmasi igin test varyansimn hesaplanmasindan sonra (Si%;
Sneath ve Johnson, 1972) duplike olarak secilmis suslar son veri analizlerinden
cikartlmistir. %25 ve istii hata veren testler (Triacyl Oleandomycin (50 pg/ml),
Nalidixic acid (10 pg/ml), Chloramphenicol (10 pg/ml)’ e direng; L-Sistein kullanimi;
pH 5.0’ te biiylime; Hipoksantin hidrolizi); tiim degerleri (+) olan testler; (H,S tiretimi,
Allantoin, Esculin hidrolizi ve D-Mannitol kullanimi) ve tiim degerleri (-) olan testler
(Neomycin siilfat (50 pg/ml) a direng; Safranin kullannmi; pH 4’ te, Cinko Klorid
(%0.01 w/v), Kristal Violet (%0.001 w/v), NaCl (%10 w/v), Sodyum Biselenit (%0.001
w/v), Sodyum Azid (9%0.02 w/v), Sodyum Biselenit (%0.005 w/v), Potasyum Telliirit
(%0.01 w/v), Feniletanol (%0.3 w/v), Fenol (%0.1 w/v) varliginda biiyiime; L-Tirozin,
Xantin hidrolizi; Kahve, Kirmizi, Siyah, Yesil havasal misel ve spor kitlesi rengi;
Eflatun, Siyah substrat misel rengi; Eflatun, kirmizi, pembe ¢oziiniir pigment rengi ve
verticillate spor zincir morfolojisi) final veri matriksinden ¢ikarilmistir. Sonug olarak
toplam 34 test son veri matrisinden ¢ikarilmistir.

Elde edilen veriler 1s181nda suslar arasindaki benzerlik oranlart hem + hem de —
verileri esit oranda degerlendiren Ssy (Simple matching coefficient; Sokal and
Michener, 1958) katsayis1 kullanilarak hesaplanmis, kiimeleme ise Complete algoritmi
ile olusturulmustur. Boylece, Tiirkiye’ nin ¢esitli metalik maden yataklarindan ve metal
ile kirletilmis ortamlardan izole edilmis olan Streptomyces izolatlarinin standart tip

tiirler ile benzerlik derecelerini ifade eden bir dendrogram olusturulmustur (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Niimerik verilerin Simple matching coefficient (Ssym) ve Complete algorithm
analizlerine gore, metaller ile kirlenmis toprak drneklerinden izole edilen Streptomyces
suglart ile tip tiirler arasindaki iligkiyi gosteren dendrogram
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4. TARTISMA ve SONUC

Metaller c¢evrenin dogal parcalaridir. Ancak bazi sebeplerle bulunduklar
ortamlarda yiliksek konsantrasyonlara ulagabilirler. Bircok canli ig¢in yiiksek
konsantrasyonlar1 toksik etkilere yol acgarken, bazilarinin diisiik konsantrasyonlari
mikroorganizmalar ve tiim canlilik i¢in hayati 6nem tagir.

Metaller, bircok biyokimyasal tepkimenin kritik bilesenidir. Na', K*, Ca®" ve
Mg®" gibi daha hafif metaller enzimlerin kofaktdrleri olarak kullanilmanm yanisira
oksidatif fosforilasyon ve osmotik denge saglanmasi gibi olaylarda hiicre i¢in biiyiik
onem tasirlar. Biyolojik sistemler bazi agir metallerin diigiik konsantrasyonlarina da
bliylime ve metabolik fonksiyonlar1 i¢in gereksinim duyarlar. Ornegin,
mikroorganizmalar gelisimleri sirasinda ¢evrelerinden Cu, Zn, Fe, Ni, Mn ve Co gibi
metalleri alarak biinyelerinde biriktirmislerdir. Esansiyel miktardaki bu metaller birgok
proteinin prostetik grubu olarak ve enzimlerin aktif kisimlarinin yapiminda, bazi
enzimatik reaksiyonlarda kofaktor olarak, porfirinlerde merkez olarak ve hiicre i¢inde
onemli redoks tepkimelerinde i goriirler.

Agir metaller, doku harabiyetleri yaninda genel olarak biyokimyasal
tepkimelerde kullanilan enzimlerin deformasyonu ve bunun sonucunda da
inhibisyonuna neden olurlar. Ornegin Hg”", enzimlerin siilfidril gruplarina baglanmir ve
sonug olarak enzim is goremez hale gelir. Toprakta yasayan mikroorganizmalarin bir
kismu 6zellikle de metal pollusyonlu ortamlarda bulunan mikrorganizmalar baz1 direng
mekanizmalar1 gelistirerek agir metal toksisitelerini belirli bir konsantrasyona kadar
bertaraf etme yetenegi kazanmislardir. Bu mekanizmalar ana hatlariyla
mikroorganizmaya su Ozellikleri kazandirir; oksidasyon ve rediiksiyon tepkimeleriyle
baz1 metal bilesiklerini daha az toksik hale getirebilirler, metal iyonlarini soliisyondan
uzaklastiran intraseliiler polimerler sentezleyebilirler, hiicre ylizeylerinde metal
iyonlarini tutabilen proteinler bulunur, hiicre ylizeylerinde metal iyonlarim1 ¢oziilemez
metal kompleksleri halinde ¢oktlirebilen mekanizmalar vardir, biyometilasyon
sonrasinda difiizyon mekanizmasin1 kullanarak metal bilesiklerini hiicre disina
atabilirler. Ancak bu tolere etme yetenegi de belirli bir konsantrasyona kadar

gecerliligini siirdiirebilir. Mikroorganizmanin tolerans yetenegini kaybettigi dolayisiyla
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gelisiminin  engellendigi en diisiik metal konsantrasyonu “minimal inhibisyon
konsantrasyonu” olarak adlandirilir.

Tolerant mikroorganizmalarin ekolojik agidan 6nemi biyiiktiir. Ciinkii metal
pollusyonlu ortamlarda ancak ve sadece metal tolerans yetenegine sahip canlilar
yasayabilmektedir. Bu nedenle bu ortamlardaki ekolojik madde dongiilerinin devami
metal toleransina bagli kalmaktadir. Aksi halde metal pollusyonlu bdlgede madde
dongiilerinin durmas1 ve bolgede canliligin tehlikeye girmesi kacinilmazdir. Bu nedenle,
karasal ve sucul ortamlarda yer alan metal tolerant organizmalar, bu ortamlarda yagamin
devami ve/veya bu ortamlarin 1slah1 (remediasyon) i¢in vazgecilemez 6nemdedir.

Metal pollusyonlu karasal ve sucul ortamlarin biyolojik yontemler kullanilarak
1slahi i¢in bugiine kadar bir¢cok calisma yapilmistir. Bu biyolojik ajanlar icerisinde de
metabolizma hizlari, tolerans ve biyosorpsiyon kapasiteleri gibi cesitli 6zellikleri ile
mikroorganizmalar tercih edilmislerdir. Sucul c¢evrelerden metal iyonlariin
uzaklagtirilmas1 amaci ile mikroorganizmalarin biyosorbent olarak kullanildigi c¢ok
sayida ¢alisma, konunun potansiyelini ve 6nemini ifade etmektedir.

Bu calismada da 12 farkli lokaliteden alinan toprak/sediment dérneklerinden elde
edilen 135 aktinomiset izolatinin 8 agir metal ve bu metallerin 5> er farkh
konsantrasyonuna kars1 toleranslart belirlenmistir. Daha sonra tolerans durumlari farkl
seviyelerde olan toplam 18 6rnegin biyosorpsiyon yetenekleri karsilastirilarak tolerans
ve biyosorpsiyon yetenegi arasinda bir iligki olup olmadigi arastirilmistir. Bu 18 izolat
arasindan biyosorpsiyon yetenegi en iyi olan aktinomiset drneginin, kesikli ve siirekli
sistemlerde kursun giderim optimizasyonu yapilmistir. Belirlenen optimum kosullar goz
Oniinde bulundurularak akiskan reaktor sisteminde bu aktinomiset izolatinin
biyoremediasyon amacina yonelik kullanimima yatkinligr arastinlmistir.  Yiksek
biyosorpsiyon kapasitesi ile dikkat ¢eken 723 kodlu izolatin hiicre ¢eper analizi ve
icerisinde bu izolatin da bulundugu farkli tolerans seviyelerine sahip 16 izolatin

nlimerik taksonomik analizi yapilmistir.

4.1. Metale Direncli Aktinomiset izolatlarinin Eldesi
Calismanin izolasyon asamasinda 12 farkli lokaliteye ait toplam 42 farkli
toprak/sediment 6rneginden 135 adet aktinomiset izolat1 elde edilmistir (Cizelge 3.1).

Bu izolatlarin elde edildikleri ortamlarda bulunan metal miktarlarinin kimi orneklerde
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nispeten, kimilerinde ise oldukca yliksek olduklari sdylenebilir (Cizelge 2.3). Cogu
toprak orneginde yiiksek miktarda demir bulunmasi dikkat ¢ekicidir.

Bu ortamlarda metal toleransina sahip mikrobiyal izolatlarin varlig1 jeokimyasal
madde dongiilerinin siirebilmesi i¢in 6n kosul olarak goriilebilir. Aksi takdirde madde
dongiisliniin tamamen durmasi s6z konusu olacaktir. Bu yaklasimla elde edilen
izolatlarimizin bioremediasyon c¢alismalarina konu olmasi ve kullanilmasi sonraki
caligmalarin ana hedeflerinden birisi olacaktir. Bu yolla metaller ile kirletilmis yasam
ortamlarinin 1slahina yonelik adimlar atilmasi miimkiin gériilmektedir. Uzun yillardir
metal eldesi i¢in kullanilan Balya kursun ocagi (Balikesir), Karagam nikel — demir
ocag (Eskisehir), Muratdere (Bilecik) ve Kiire (Kastamonu) bakir ocaklarindan ¢ok

sayida aktinomiset izolat1 elde edilebilmis olmasi, bu 6ngoriiyii destekleyen verilerdir.

4.2. izolatlarn Cesitli Metallere Olan Direncinin Kat1 ve Sivi Besi Ortamlarinda

Belirlenmesi

4.2.1 Metal direncinin kalitatif tayini

Tarama calismas1 sonucunda, ¢alisilan aktinomiset izolatlarinin kursun’ a karsi
onemli bir toleransa sahip oldugu belirlenmistir. Denemeye alinan 135 izolatin 127
kadar1 200 mg/l konsantrasyonda kursun varliginda biliyiimelerini siirdiirmiistiir.
Direngli izolat sayisinin en yiiksek oldugu ikinci metal ise %52.6 orani ile nikel olarak
saptanmistir. Demir’ e karst %49.6, kobalt’ a karst %40.7, ¢inko’ ya kars1 %25.9,
kadmiyum’ a kars1 %4.4, bakir’ a kars1 %3.7, ve civa’ ya karst da %3.7 oraninda
kullanilan en yiiksek konsantrasyonda diren¢ gdzlenmistir.  Izolatlardan 6nemli
kisminin ise, bakir, kadmiyum ve civa’ ya karsi duyarli olduklar1 goriillmektedir.
Minimal inhibisyon konsantrasyonu, kullanilan ikinci en yiiksek konsantrasyon olan
izolatlarin tolerans ylizdelerine bakildiginda azimsanmayacak bir diizeyde oldugu
goriilmektedir. Birinci sirada %98.51 orani ile civa’ ya karsi tolerans ve sirasiyla
%94.07 orani ile demir, %91.85 orani ile nikel, %62.96 orani ile ¢inko, % 60 orani ile
kobalt, %54.81 oram ile bakir, %14.81 orami ile kadmiyum, %8.88 orani ile kursun
bulunmaktadir.

Tarama c¢alismasit sonucunda 1215 kodlu izolatin kullanilan metallerden 6

tanesine; 105, 207, 230, 234, 603, 610, 615, 627, 705, 706 ve 722 kodlu izolatlarin ise
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kullanilan metallerden 5 tanesine karsi en yiiksek metal konsantrasyonlarinda bile
direng gosterdikleri belirlenmistir. Bu izolatlarin yliksek metal toleranslart oldukca
dikkat c¢ekicidir. Diger izolatlarin 6nemli kisminin duyarli olarak belirlendigi bakir,
kadmiyum ve civa’ ya kars1 kullanilan en yiliksek metal konsantrasyonlarina kars1 bile
direngli olan izolatlar da elde edilebilmistir. Bakir’ a kars1i 207, 536, 610, 626, 627
kodlu; kadmiyum’ a kars1 207, 601, 603, 705, 1004, 1215 kodlu; civa’ ya karst 207,
211, 412, 524, 531 kodlu; izolatlarin tolerant olduklar1 goriilmektedir. Ozellikle 207
kodlu izolatin bakir, kadmiyum ve civa’ ya karst kullanmilan en yiiksek metal
konsantrasyonlarina kars1 bile direngli goriilmesi ¢arpict bir bulgudur.

Kullanilan 8 metalin 6 tanesine en yiiksek konsantrasyonda bile direng gosteren
1215 kodlu izolat; 1000 mg/l oraninda nikel, kobalt, ¢inko, demir ve 200 mg/l oraninda
kadmiyum ve kursun iceren ayr1 besi ortamlarinda gelisme gosterirken bu izolatin bakir
icin MIK degeri (denenen konsantrasyonlar arasinda) 1000 mg/l, civa igin ise 10 mg/l
olarak belirlenmistir. Denenen izolatlar arasinda bakir’ a karst 1000 mg/l’ de
duyarhiligin yiiksek oldugu goriilmektedir. Oysa; 207, 536, 610, 626 ve 627 kodlu
izolatlarin bakir i¢in MIK degerinin 1000 mg/I’ den daha yiiksek oldugu ve dolayist ile
yiiksek dirence sahip olduklar1 belirlenmistir. MIK degeri kullanilan en kiiciik
konsantrasyondan daha da diisiik olarak belirlenen izolat sayisi; kobalt i¢in 1, ¢inko igin
3, kadmiyum igin 24, civa i¢in 58 olarak goézlemlenmistir. Demir’ e karsi toleransa
bakildiginda ise MIK degerleri oldukca yiiksek konsantrasyonlarda seyretmistir. Bu
asamada kullanilan en yiliksek metal konsantrasyonlarina direngli olan izolatlar bir
sonraki asamada, yar1 kantitatif olarak dire¢ belirlenmesi ¢aligsmasi i¢in se¢ilmistir. En

direngli oldugu goriilen 68 izolat bir sonraki asamada degerlendirilmistir.

4.2.2. Metal direncinin yar1 kantitatif tayini

Yan kantitatif direng tarama ¢aligmasi sonucunda 613 kodlu izolatin kullanilan
metallerden 6 tanesine; 109, 112, 113, 206, 227, 234, 236 ve 723 kodlu izolatlarin ise
kullanilan metallerden 5 tanesine karsi en yiiksek metal konsantrasyonlarinda bile
digerlerinden yiiksek direng gosterdikleri belirlenmistir. Bu izolatlar metal soliisyonu
iceren disk ¢evresinde hi¢ inhibe olmadan biiyliyebilmistir.
Kadmiyum ve civa’ ya karsi, kullanilan en yiiksek metal konsantrasyonlarinda bile

direngli olan izolatlar da elde edilebilmistir. Diger izolatlarin 6nemli kismi, bu metaller
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acisindan duyarli olarak belirlenmistir. Kadmiyum’ a karsi 109, 113, 206, 234, 236,
601, 603, 706, 1004 kodlu ve civa’ ya kars1 224 kodlu izolatlarin tolerant olduklar
gorilmektedir.

101 ve 201 kodlu izolatlar ise kullanilan 8 metalin higbirisine kars1 kullanilan en
yiiksek konsantrasyonda diren¢ gosterememis dolayistyla disk etrafinda gelisememistir.
Kullanilan 8 metalin 2 tanesine karsi, kullanilan en yiiksek konsantrasyonda duyarl
oldugu belirlenen 613 kodlu izolatin kadmiyum’a kars1 11 mm ve civa’ ya kars1 40 mm’
den fazla zon cap1 belirlenmistir. 224 kodlu izolat ise; sadece civa’ nin kullanilan biitiin
konsantrasyonlarina karsi direng gosterebilmis dolayisiyla civa soliisyonu emdirilmis
disklerin etrafinda gelisebilmis ve diger 7 metalde kullanilan en yiiksek
konsantrasyonda zon ¢aplar1 belirlenmistir. Bunlar; nikel” de 16 mm, kobalt’ ta 11 mm,
cinko’ da 16 mm, bakir’ da 14.5 mm, demir’ de 21.5 mm, kadmiyum’ da 56.5 mm,
kursunda ise 11 mm olarak ol¢iilmiistiir.

Yar1 kantitatif olarak metal direnci belirlenen 68 aktinomiset izolatindan
kullanilan yiiksek konsantrasyonlara direng gosteren 7 tanesi secilerek kantitatif olarak
direng belirlenmesi amaciyla bir sonraki asamada degerlendirilmistir.

Bu yontem kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada denenen 7 Streptomyces
susunun metal toleransi incelenmistir. Yine bu suslarin nikel tasima genlerinin taramasi
yapilarak toleransla bu genler arasinda bir iligki kurulmaya ¢alisilmistir. Metallere karsi
direng en yliksek konsantrasyon olarak nikel’ de 10 mM, krom’ da 5 mM, kadmiyum’
da 2 mM, kobalt’ da 20 mM, bakir’ da 5SmM, ¢inko’ da 50 mM olarak belirlenmistir.
(Amoroso et al., 2000) Yaptigimiz ¢alismada bu ¢alismaya oranla nikel, kadmiyum,
bakir i¢in daha 1yi sonuglar elde edilmis olup kobalt ve ¢inko i¢in bu derece bir tolerans
durumu goézlenememistir. Calismamizda, nikel i¢in yaklasik olarak 2, kadmiyum ve

bakir i¢in 4 kat daha yiiksek konsantrasyona tolerant olan izolatlar elde edilmistir.

4.2.3. Metal direncinin kantitatif tayini

Stvi besi ortamlarinda elde edilen hiicresel kitle artisi degerleri, bazi
calismalarda metal toleransinin degerlendirilmesi amaci ile kullanilmistir (Amoroso et
al. 1998). Calismamizda elde edilen kuru hiicre agirligt ve hiicresel kitle artisi
degerlerinin (Cizelge 3.6. ve 3.7.) metal tipine bagli olmadigi goriilmiistiir. Denenen

aktinomiset izolatlari, her lic metale de benzer oranlarda tolerans gostermistir. Ayrica
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metal konsantrasyonu ile biiylime arasinda bir korelasyon olmadigi goriilmektedir.
Konsantrasyonun artist ya da azalmasi, biiylime {iizerinde dogrusal bir etki
yaratmamaktadir. Konsantrasyon arttikca hiicre gelisim yiizdesinin artisi da o
mikroorganizmanin metal tolerans mekanizmasina bagh olabilecegi diisiiniilebilir. Bu
durumda farkli mikroorganizmalar1 tolerans yoniinden birbiriyle kiyaslamak ¢ok dogru
olmayacaktir. Metal toleransini mikroorganizmanin sivi besiyerinde kiitlece artis olarak
degil de metabolik aktivitelerine (karbon kaynagi kullanimi, azot kaynagi kullanimi vs.)
bakarak kiyaslamak daha dogru bir yaklasim olabilir.

Alg hiicreleri kullanilarak, sivi besiyerinde ayr1 ayr1 kadmiyum, bakir, krom ve
kursun varliginda hiicre biiyiimesine bakilan bir ¢aligmada; metal iceren ortamda
gelisen hiicre miktar1 metal icermeyen besiyerindeki hiicre miktari ile karsilagtirilmistir.
Bu dort metal ortaminin toksik etkilerini destekleyen sonuglar elde edilmis ve metallerin
toksik etkileri birbirleri ile kiyaslanmistir. Sonuglara gore; bakir’ in diger 3 metale
oranla ¢ok daha toksik, kursunun ise en az toksisite gosteren metal oldugu
belirlenmistir. Bu dért metalin toksisite sirasi ise; Cu?" > Cd*" > Cr®" > Pb*" olarak
verilmigtir. Sekiz giinliik inkiibasyon sonucunda hiicre gelisimini bakir’ n %90,
kadmiyum’ un %84, krom’ un %71, kursun’ un ise %68 oraninda azalttigi
belirlenmistir (Rehman et al., 2007). Bu ¢alismada belirlenen kursun varliginda hiicre
gelisimi ve kursun toksisitesine direng 0zelligi, ¢alismamizda elde edilen sonuglar ile

uyum gostermektedir.

4.3. Metal Direncinin Biyosorpsiyon ile iliskisinin Belirlenmesi

Bakterilerin metal toleransindan sorumlu bazi ortak mekanizmalarin varlig
bilinmektedir. Bakterilerin hiicreye giren toksik metalleri hiicre disina pompalama ve
enzimler araciligi ile toksik metal formlarmi daha az toksik metal formlarma
doniistiirme yollar1 ile metallerin toksisitelerinden korunduklart bildirilmektedir. Bu
mekanizmalarin plazmid ve kromozomal kodlu bakteriyal metal toleransinda ayn1 ya da
benzer oldugu diisiiniilmektedir. Bu mekanizmalarin yani sira biyoakiimiilasyonun da
bir rezistans mekanizmasi olarak kullanildigi bilinmektedir (Silver and Phung, 1996).
Bu durumda biyosorpsiyon ile metal toleransi arasinda bir korelasyonun varlig1 da dogal

bir arastirma konusu olmalidir.
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Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel yontemlerle degerlendirilmesi
sonucunda metal toleransi ile biyosorpsiyon arasinda pozitif ya da negatif bir iligki
belirlenememistir.  Farkli metal tolerans1 gosteren toplam 18 izolatin birbiri ile
karsilastirilmasindan elde edilen veriler, bu iki 6zellik arasinda pozitif ya da negatif bir
iliskinin olmadigim1 gostermektedir. Bu durum, izolatlarimizda metal toleransindan
sorumlu mekanizmanin bioakiimiilasyonun olmadigini, bunun yerine metalleri hiicre
disina pompalama ya da daha az toksik formlara doniistiirme gibi mekanizmalarin islev
gorebilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi ile dikkat g¢eken bircok izolatin
izolasyon ortaminda (Cizelge 2.3. ve 3.12.) nispeten az miktarda kursun bulundugu
veya hi¢ bulunmadig1 gozlenmistir. 723 kodlu izolatin bulundugu ortamda kalan kursun
miktar1 57.18 mg/l, 113 kodlu izolatin 58.46 mg/l, 301 kodlu izolatin ise 59.44 mg/I
olarak belirlenmistir.

Bu veriler de tolerans ve biyosorpsiyon arasinda bir korelasyon varligini siipheli

hale getirmektedir.

4.4. Secilen Bir Aktinomiset Izolatinin Biyosorpsiyonda Kullanimi

Calismanin bu kismunda Streptomyces 723 kodlu izolatin sulu ¢ozeltilerden Pb*
iyonlarinin biyosorpsiyon yontemiyle uzaklastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla
biyosorpsiyona etki eden pH, biyokiitle, baslangi¢c metal iyonu konsantrasyonlari, denge
siiresi gibi parametreler batch (kesikli) sistemde optimize edilmistir.  Ayrica
biyosorpsiyon islemi kolon (siirekli) sisteminde de uygulanmis ve akis hizi, kolon ¢ap1
ve baglangi¢ metal iyonu konsantrasyonu i¢in en uygun kosullar belirlenmistir.
Kullanilan bakteriyal biyokiitle Na-alginat ve agarda immobilize edilerek, immobilize
biyokiitlelerin Pb>" biyosorpsiyon kapasiteleri karsilastirilmustir. En yiiksek kapasiteye
sahip Na-alginat ile immobilize edilen biyokiitlenin desorpsiyon ve tekrar kullanim
Ozellikleri de belirlenmistir. Ayrica bu biyokiitlenin biiyiik 6l¢ekte kullanimi CFST

sistemi ile degerlendirilmistir.
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4.4.1. Batch (Kesikli Sistem) kursun (Pb"™) biyosorpsiyonu

4.4.1.1. Biyosorpsiyona pH etkisi

Sekil 3.5 te Streptomyces 723 kodlu izolattan hazirlanan kuru biyokiitlenin
biyosorpsiyon kapasitesine baslangic pH’ i etkisi goriilmektedir. Biyosorpsiyon
kapasitesi pH 3.0’de maksimum degere ulagmakta (22.39 mg/g), bu pH’ 1n altindaki
degerlerde ise ¢ok diisiik biyosorpsiyon gozlenmektedir. Bu degerin iizerindeki pH
degerlerinde biyosorpsiyon kapasitesi biraz azalmakla beraber sabit kalmaktadir. pH
5.0’ in tizerindeki degerlerde ise kursun iyonlarinin hidroksit bilesigi seklinde ¢okme
egiliminden dolay1 biyosorpsiyon ¢aligmalar1 yapilmamistir. Biyosorpsiyon ¢aligmalari
stiresince ortam pH’ mnin degisimi izlenmis ve ortam pH’ a bagli olarak ortama salinan
Na" ve K" iyonlarmin derisimleri ol¢iilmiistiir.  Sekil 3.5> ten goriilecegi iizere,
biyosorpsiyon siiresince baslangic pH’ larinda 3.0’ den itibaren son pH degerleri
yaklasik 4.2 - 5.0 arasinda degismektedir. Ayrica ortama salman Na" ve K" iyonlarinin
konsantrasyonlar1 pH 3.0° de maksimum degere ulagsmaktadir. Bu durum biyosorpsiyon
prosesinde iyon degisimi mekanizmasinin da etkili olabilecegini diistindiirmektedir.
Cok diisiik pH degerlerinde ortamdaki H' iyonu konsantrasyonunun ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle protonlar pozitif ylikli kursun iyonlar1 ile biyosorbent yiizeyine baglanmak
icin yarigmakta ve protonlanan biyosorbent yiizeyi ile kursun iyonlar1 arasindaki
elektrostatik itme kuvvetleri nedeniyle biyosorpsiyon kisitlanmaktadir. Calismada elde
edilen bu sonuglar literatiir ile uyum igerisindedir (Friis ve Myers-Keith, 1986; Holan ve

Volesky, 1994).

4.4.1.2. Biyosorpsiyona biyokiitle miktar: etkisi

Farkl1 biyokiitle miktarlari ile gergeklestirilen deneylerin sonuglart Sekil 3.6” da
sunulmustur. Biyokiitle miktar1 0.4 g/I’ den 2.0 g/I’ ye artmasi Pb>" biyosorpsiyon
kapasitesinin 4.85 mg/g’ dan 22.18 mg/g degerine artmasina neden olmustur. 2 g/I’ den
yiiksek biyokiitle miktarlarinda ise biyosorpsiyon kapasitesinde azalma s6z konusudur.
Belirli bir miktardan sonra biyokiitle metal iyonlar1 bakimindan doygunluga ulasmakta
ve ortamdaki kursun iyonu derisimi sabit oldugundan kullanilan biyokiitle miktarinin

artmasi ile biyosorpsiyon kapasitesi azalmaktadir. Calismada Pb*" biyosorpsiyonu icin
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en uygun biyosorbent konsantrasyonu 2.0 g/l olarak bulunmus ve daha sonraki

caligsmalar bu konsantrasyon kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.4.1.3. Biyosorpsiyona temas siiresinin etkisi

Sekil 3.7 de temas siiresinin biyosorpsiyon kapasitesi iizerine etkisi
goriilmektedir. Sekilden goriilecegi gibi biyosorpsiyon yaklasik 50 dakikada dengeye
ulagmakta ve bu silireden sonra kapasitede kayda deger bir degisim gozlenmemektedir.
Bu durum sabit miktardaki biyokiitle yiizeyindeki metal baglanma merkezlerinin
tamaminin metal iyonlar: ile doygunluga ulasmasinin bir sonucu olarak agiklanabilir.
Biyosorpsiyon dengesinin kisa bir siirede kurulmasi yontemin uygulanabilirligine

avantaj saglamaktadir.

4.4.1.4. Biyosorpsiyona baslangi¢ Pb** iyonu konsantrasyonunun etkisi
Streptomyces 723 kodlu izolattan hazirlanan kuru biyokiitle ile Pb*" iyonlarinin
biyosorpsiyonu iizerine baslangi¢ metal iyonu konsantrasyonunun etkisi 100-500 mg/I
araliginda calisilarak incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.8.” de verilmistir.
Metal iyonlarinin baslangi¢ konsantrasyonunun 100 mg/I’ den 400 mg/l’ ye artmasi
biyosorpsiyon kapasitesinin 23.10 mg/g’ dan 86.65 mg/g’ a artmasina neden olmustur.
400 mg/I’ den daha yiiksek baslangic metal iyonu konsantrasyonlarinda biyosorpsiyon
kapasitesi hemen hemen sabit kalmistir. Bu durum, sabit miktarda biyokiitle
kullanildiginda belirli bir metal iyonu derisiminden sonra biyokiitlenin doygunluga

ulagmasi ile aciklanabilir.

4.4.2. Sikistirilmis yatak kolonda (Siirekli Sistem) kursun (Pb™) biyosorpsiyonu

Streptomyces 723 kodlu izolattan hazirlanan kuru biyokiitlenin biyosorpsiyon
performansi batch sisteminin yani sira sikistirilmis yatak kolonda da incelenmistir.
Kolon caligmalarinda batch prosesi ile optimize edilen pH, biyokiitle konsantrasyonu
degerleri kullanilarak akis hizi, kolon ¢ap1 ve baslangi¢c metal iyonu konsantrasyonunun
biyosorpsiyon kapasitesine etkisi aragtirllmistir. Bdylece her iki proses performans
acisindan karsilagtirilmastir.

Biyosorpsiyona kolon c¢apmnin etkisi 9, 11, 13 ve 19 mm’ lik kolonlar

kullanilarak sabit akis hizinda (3 ml/dk) incelenmistir (Sekil 3.9). Kolon ¢apinin 9 mm’
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den 19 mm’ ye artmasi ile biyosorpsiyon kapasitesinde 6.80 mg/g’ dan 16,45 mg/g’ a
artis gézlenmistir. Kullanilan biyokiitle miktar1 sabit oldugundan kolon ¢apinin artmasi
ile biyosorbentin metal ¢ozeltisi ile etkilesebilecek yiizey alani artmakta ve bu durum
biyosorpsiyon kapasitesinin artmasi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle daha sonraki
kolon ¢aligmalarinda en yiiksek biyosorpsiyon kapasitesinin elde edildigi 19 mm ¢aph
kolonlar kullanilmaistir.

Kolonda yapilan biyosorpsiyon ¢aligmalarinda biyosorpsiyon kapasitesine etki
eden bir diger onemli faktor kolondan gegirilen ¢ozeltinin akis hizidir. Caligmada
cozeltinin akis hiz1 bir peristaltik pompa yardimiyla 1 ml/dk’ dan 15 ml/dk ’ya kadar
degistirilerek, farkli akis hizlarinda bakteriyal biyokiitlenin biyosorpsiyon kapasiteleri
karsilagtirilmistir.  Akis hizi1 1 ml/dk’ dan 15 ml/dk’ ya yiikseltildiginde biyosorpsiyon
kapasitesi 21.50 mg/g’ dan 3.30 mg/g degerine azalmistir (Sekil 3.10). Akis hizindaki
artisla biyosorpsiyon kapasitesinde énemli 6l¢iide diisiis gozlenmesi, Pb>" ¢ozeltisi ile
biyokiitlenin etkilesimi i¢in yeterli siirenin saglanamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle kolon ¢alismalarinda en diisiik akis hiz1 olan 1 ml/dk optimum akis hiz1 olarak
belirlenmistir.

Baslangic metal iyonu derisiminin biyosorpsiyon kapasitesine etkisi batch
sisteminin yani sira kolon sisteminde de ayni kosullarda incelenmis ve benzer sonuglar
elde edilmistir (Sekil 3.11). Batch ve kolon sistemlerinde farkli baslangic Pb** iyonu
konsantrasyonlarinda elde edilen denge wverileri Freundlich ve Langmuir izoterm
modelleri ile degerlendirilmistir. Sekil 3.12 ve 13’de Streptomyces 723 kodlu izolattan
hazirlanan kuru biyokiitlenin batch ve kolon sistemlerinde sirasiyla Freundlich ve
Langmuir izoterm grafikleri, Cizelge 3.9’ da ise bu grafiklerin degerlendirilmesi ile
hesaplanan izoterm sabitleri goriilmektedir. Cizelge 3.9° daki /* degerleri
kiyaslandiginda bakteriyal biyokiitle ile Pb>" iyonlarinin biyosorpsiyonu Freundlich ve
Langmuir izotermlerinin her ikisine de uygunluk gostermektedir. Ancak Langmuir
modelinden hesaplanan maksimum tek tabakali biyosorpsiyon kapasitesi (Qmax)
degerleri deneysel olarak elde edilen maksimum biyosorpsiyon kapasitesi degerleri ile
uygun olmadigindan, bakteriyal biyokiitle ile Pb*" biyosorpsiyonunun Freundlich
modeli ile tanimlanmas1 daha uygundur.

Sekil 3.14, batch ve kolon sistemlerinde kuru ve yas biyokiitleler igin

biyosorpsiyon kapasitelerini gostermektedir. Kuru hiicre ile her iki sistemde de elde
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edilen biyosorpsiyon kapasiteleri yas hiicre ile elde edilen kapasitelere gore oldukca
yiiksektir. Bu, beklenen bir sonuctur ve canli hiicrelerin metal direnci gostermesi ile
aciklanabilir. Ayrica kuru biyokiitleler ile yapilan biyosorpsiyon g¢alismalari bu tip
biyokiitleleri olusturan mikroorganizmalarin besin kaynagima ihtiya¢ duymamasi ve
toksisiteden etkilenmemesi gibi dnemli avantajlar sunmaktadir (Yan and Viraraghavan,
2001).

Biyosorpsiyon c¢alismalarinda serbest formdaki biyokiitlelerin yan1 sira
immobilize biyokiitlelerin kullanim1 da son yillarda énem kazanmustir. Immobilize
formdaki biyokiitlelerin kullanim1 6zellikle yiiksek mekanik kararlilik, yiiksek
desorpsiyon verimi, tekrar kullanilabilirlik ve yiiksek biyosorpsiyon kapasiteleri gibi
avantajlar1 nedeniyle pratik uygulamalarda 6ne ¢ikmaktadir (Stoll and Duncan, 1997;
Yan and Viraraghavan, 2001; Valdman et al., 2001; Marseaut et. al, 2004). Bu nedenle,
calisma kapsaminda kullanilan kuru biyokiitle Na-alginat ve agar ile immobilize edilmis
ve sonuglar Sekil 3.15° de verilmistir. Bu sonuglara goére Na-alginat ile immobilize
edilen biyokiitle en yiiksek biyosorpsiyon kapasitesine sahiptir.  Bu nedenle,
desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik caligmalar1 Na-alginat ile immobilize edilen
biyokiitle ile gergeklestirilmistir. Desorpsiyon ajan1 olarak 0.1 M HCI, 0.1 M HNO; ve
0.1 M EDTA ¢bzeltileri kullanilmis ve en yiiksek Pb>" geri kazanim verimi 0.1 M
HNOs; ¢ozeltisi ile elde edilmistir (Sekil 3.16). Biyosorpsiyon ajani olarak 0.1 M HNOs3
kullanildiginda immobilize sistem biyosorpsiyon ve desorpsiyon verimlerinde onemli
bir degisim olmaksizin 5 kez ardarda kullanilabilmektedir (Sekil 3.17). Aym
biyokiitlenin  tekrar  kullanilabilirligi  biyosorpsiyon amaci ile kullanilacak

biyosorbentlerde ekonomik agidan aranan énemli bir 6zelliktir.

4.4.3. Akiskan reaktor sisteminde (CFST) kursun (Pb™") biyosorpsiyonu
Calismamizda en yiiksek biyosorpsiyon kapasitesine sahip, Na-alginatta
immobilize edilen biyokiitlenin biiylik Olgekte uygulamasi CFST sisteminde
gergeklestirilmistir. Optimum batch kosullarinda kullanilan biyokiitle miktar1 ve metal
iyonu ¢ozeltisi hacmi 20 kat artirilarak sistemden belirli zaman araliklarinda belirli
hacimde 6rnek alinmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.18” de sunulmustur. Sekilden de
goriilecegi gibi biyosorpsiyon kapasitesi yaklasik 50 dakikadan sonra sabit kalmaktadir.

CFST sisteminden elde edilen bu sonug¢ batch sisteminden elde edilen biyosorpsiyon



124

denge siiresi ile uyumludur. Ayrica bu sistemde Pb*" iyonlarimin giderim verimi 400
mg/l baglangig Pb** iyonu derisiminde yaklasik %91 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara
gore CFST sisteminin kursun iyonlarinin gideriminde oldukga etkili oldugunu séylemek

mumkundiir.

4.5. Metal Direncine ve/veya Yiiksek Biyosorpsiyon Kapasitesine Sahip izolatlarin

Kemotaksonomik, Niimerik ve Molekiiler Metodlarla identifikasyonu

4.5.1. Aktinomiset izolatlarinin kemotaksonomik o6zellikleri

Lechevalier (1989) tarafindan L-DAP iceren aktinomisetler, Nocardioides Prauser,
Intrasporangium Kalakoutsii, Krillova and Krasil’nikov, Streptomyces Waksman and
Henrici, Kitasatosporia Omura et al., Streptoverticillium Baldacci, Kineosporia Pagani
and Parenti ve Sporichthya Lechevalier, Lechevalier and Holbert cinsleri altinda
toplanmislar ve ceper tipine gore Kemotip I grubu olarak siniflandirilmiglardir. Yiiksek
biyosorpsiyon kapasitesi gosteren 723 kodlu izolatimiz, L-DAP icermesi nedeni ile
hiicre ¢eperi tip I igerisine alinmustir.

Hiicre ¢eperinde L-DAP iceren aktinomisetler arasinda havasal misele ve
havasal miselde de spor zincirine sahip olma 6zelligi Streptomyces cinsini karakterize
eden bir Ozelliktir. Bu nedenle ISP 4 besiyerinde 14 giinliik biliylime sonrasinda
rectiflexibles ve rectinaculiaperti tipte spor zincir morfolojisi gosteren 723 kodlu

izolatimizi cins seviyesinde Streptomyces sp. olarak degerlendirmekteyiz.

4.5.2. Aktinomiset izolatlarinin niimerik taksonomisi

Niimerik taksonomi testlerinde degerlendirilen 44 test susunun Sgy and
COMPLETE algorithmi ile analizi sonucunda %80 benzerlik seviyesinde 5 mindr (2-4
sus) ve 7 tek liyeli kiime olusturdugu goriilmektedir. Tiirkiye’ nin ¢esitli metalik maden
yataklarindan ve metal ile kirletilmis ortamlardan izole edilmis olan Streptomyces
izolatlarinin standart tip tiirler ile yakin ve/veya aym kiimelerde konumlanmamasi bu
izolatlarin bilinen tip tiirlerden farkliligini ifade eden bir bulgudur. Bu izolatlardan 7
tanesi tek iiyeli kilme olusturmasi ile dikkat ¢cekmektedir. Streptomyces kranskii ve
Streptomyces rimosus disinda higbir referans tip tiir metal kontamine ortamdan izole

edilmis olan Streptomyces izolatlar1 ile ayni kiimede yer almamaistir.
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Bu caligmada ortalama test hatas1 degeri % 3.33 olarak belirlenmistir. Sneath ve
Johnson (1972) niimerik caligmalarda %10 test hatasini normal ve kabul edilebilir
bulmaktadir. Elde edilen test hatas1 verileri 6nceki bazi niimerik ¢alismalar ile benzer
ve/veya karsilastirilabilir diizeydedir. Notrofilik, mezofilik Streptomyces (%3.36),
Actinomadura cinsi (%6.1), Nocardia cinsi (%7.1) oldukga yiiksek test hatasi veren
gruplar olarak dikkat cekmistir (Sahin ve ark., 2001).

Sonug olarak metal ile kirletilmis ortamlardan izole edilmis olan Streptomyces
izolatlariin referans Streptomyces tip tiirlerinden belirgin bicimde ayrildigi
goriilmektedir. Cok sayida karakterin ayn1 zamanda ve ayni degerde kullanimini
ongdrmesi nedeni ile niimerik taksonomik calismalar giivenilir ve objektif sonuglar
iiretmektedir. Bu nedenle elde edilen sonuglar sonraki ¢alismalar i¢in cesaret verici

nitelikte kabul edilebilir.

4.6. Sonug

Yogun kullanim nedeni ile agir metallerin dogada birikimleri, ekosistemleri
tehdit ettikleri gibi besin zinciri yolu ile insanlara kadar da kolayca ulasabilmektedir. Bu
ortamlarda agir metal kirliligi nedeni ile otoepilirasyon ve madde dongiisiinde olan
kirilmalar da olayin diger ciddi bir boyutunu olusturmaktadir.

Metal - mikroorganizma iligkileri arasinda ilk siralarda dikkati ¢ekenler tolerans
ve biyosorpsiyon ile iligkili olanlardir. Metal tolerant mikroorganizmalarin metal ile
kirletilmis ekosistemlerin bioremediasyonu amaci ile kullanim potansiyeli 6zel 6nem
tasimaktadir. Diger mikroorganizma gruplari arasinda aktinomisetlerin kurakliga karsi
da tolerant olmasi nedeni ile bu amagla kullanim potansiyelleri olduk¢a 6nemli
gorilmektedir.

Biyosorpsiyon ise, ekosistemin metallerin toksik etkilerinden korunmasi
acisindan oldukca oOnemli goriilmektedir. Bu nedenle metallerin ekosistemden
uzaklastirilmasi i¢in uygun biyosorbent bulunmasina yonelik ¢ok sayida arastirma
yapilagelmistir.

Yiiksek toleransa sahip olan mikroorganizmalarin yiiksek biyosorpsiyon
kapasitesi gosterip gostermeyecegi dikkat ¢ceken bir konudur. Bu calismada aktinomiset
izolatlarinin metal tolerans1 ile biyosorpsiyonu arasinda bir korelasyonun varligi

sorgulanmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel yontemlerle degerlendirilmesi degisik
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tolerans seviyelerine ait izolatlarin biyosorpsiyon kapasiteleri arasinda dogrusal bir
iliski olmadigimi1 vurgulamaktadir. Cok sayida aksine 6rnek olmasina ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmamasina karsin, en yliksek biyosorpsiyon kapasitesine sahip olan
Streptomyces 723 kodlu izolatimizin en yiiksek toleransa sahip grup icinde yer almasi
dikkat ¢ekicidir.

Calismanin biyosorpsiyon kismi kapsaminda incelenen Streptomyces 723 kodlu
izolattan hazirlanan kuru biyokiitle ve Na-alginat ile immobilize biyokiitlenin
biyosorpsiyon performansi batch, kolon ve CFST sistemlerinde degerlendirildiginde,
sulu ¢ozeltilerden Pb** iyonlarinin biyosorpsiyon yoluyla uzaklastirimasinda etkili bir
biyosorbent olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Sonug olarak, aktinomiset izolatlarinin metal toleransi ile biyosorpsiyon arasinda

bir korelasyonun olmadigi kanisina varilan bu ¢alismada elde edilen veriler;

a. Metal varliginda biiylimesini siirdiirebilecek o6zellige sahip olmasi nedeni ile
bioremediasyon amaci ile kullanilabilecek 6neme sahip izolatlarin elde edilmesi,

b. Yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi ile dikkat ¢eken ve kursun iyonu i¢in optimize
edimis biyosorbent eldesi,

c. Tath su gevrelerinde bulunan metallerin uzaklagtirilmalari, konsantre edilmeleri
ve/veya geri kazanimlar1 amaci ile verimli bigimde kullanilabilecek izolat eldesi,

d. Yeni tiir olabilecek Streptomyces izolatlar1 elde edilmesi,

e. Sediment orneklerinde bulunan aktinomiset izolatlarina yonelik bilgi birikimine katki
saglanmasi,

f. Ulkemizde sucul aktinomisetler ile yapilacak calismalara baslangi¢ olusumu,

gibi nedenlerle dnemli goriilebilir. Bu konular ayn1 zamanda ¢alismanin sonraki olasi

yonelimleri arasinda olmaya deger 6nemde goriilmektedir.
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