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OZET

Yiiksek Lisans

Deinococcus radiodurans ile AZO TEKSTIL
BOYALARININ BiYOGIDERIMI

Mine APAYDIN

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Biyoloji Anabilim Dali

Danmigsman: Prof. Dr. Murat CANKAYA

Atik aritim1 islemlerinde biyoremediasyon prosesinde rol oynayan mikroorganizmalar
funguslar, mayalar ve bakterilerdir. Bunlarin arasinda daha kisa siirede ve radyasyona
dayanikliligr ile 6n plana ¢ikan Deinococcaceae familyasina ait olan Deinococcus
radiodurans R bakterisi ile biyogiderim ¢aligmalari yapilmaktadir.

Deinococcus radiodurans UV 15181, kuraklik, hidrojen peroksit ve gesitli kimyasal
ajanlar gibi DNA da zarar yaratan durumlara direng gostermektedir. Gram pozitif
olmasina karsin hiicre duvar yapis1 bakimindan Gram negatiflere benzetilmektedir. Bu
kalin hiicre duvar yapisinin, bilim insanlar1 tarafindan bakterinin radyasyona karsi
gosterdigi  diren¢ de Onemli rolii oldugu distintilmektedir. Ekstremofil
mikroorganizmalar diger canli gruplarina gore daha kisa siirede ve zor sartlarda
biyogiderim islemlerinde sonug verebilecegi diisiincesi ile se¢ilmistir.

Sanayide kullanilan ve iiretilen sentetik boyalarin oldukca biiyiik bir grubu kanser ve
toksik etkiye sahip olan azo boya smifin1 olusturmaktadir. Fabrikalarda yapilan
apreleme ve yikama islemleri sonucunda kullanilan boyalarin bir kismi desarj sularina
verilmekte ancak buralarda yapilan fiziksel ve kimyasal aritma sistemleri diisiik
diizeyde verimli olmaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda denemelerimizde; C.I. Direct Red 23, Acid Red 249 ve C.1.
Red 337 azo boyalarinin Deinococcus radiodurans ile biyogiderimi incelenmistir.
Calismamizda bu {i¢ azo boya i¢in absorbans verdikleri pikler tespit edilmistir. D.
radiodurans’in her 2 saatte bir numune alinarak biyogiderimleri takip edilmistir.

2017, 43 sayfa
Anahtar Kelimeler: Deinococcus radiodurans, azo boyalar, biyogiderim



ABSTRACT

Master Thesis

BIOGRAPHY OF AZO TEXTILE
BOOTS IN DEINOCOCCUS RADIODURANS

Mine APAYDIN

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Murat CANKAYA

Microorganisms that play a role in the process of bioremediation in waste treatment
are fungi, yeast and bacteria. Among these, Deinococcus radiodurans R1 belongs to
Deinococcaceae family which is in the foreground due to its short duration and
resistance to radiation. Biodegradation studies are carried out with this bacteria.

Deinococcus radiodurans is resistant to DNA damaging conditions such as UV light,
drought, hydrogen peroxide and various chemical agents. Although it is gram positive,
it is similar to Gram negatives in cell wall structure. It is thought that this thick cell
wall structure also plays an important role by scientists in the resistance of bacteria to
radiation. Extremophil microorganisms were selected with the thought that they could
yield results in shorter time and under difficult conditions than other living groups.

A very large group of synthetic paints used and produced in the industry form the azo
dye class, which has a cancer and toxic effect. Some of the dyestuffs used in the
finishing and washing processes of the plants are given to the discharge water but the
physical and chemical treatment systems made there are low in efficiency.

Within the scope of this study; C.I. Direct Red 23, Acid Red 249 and C.I. Red 337 azo
stains were examined biochemically with Deinococcus radiodurans.In our work, we
have detected peaks in which they give absorbance for these three azo dyes.A sample
of D. radiodurans was taken every 2 hours. Biodegradation was followed.

2017, 43 pages
Keywords :Deinococcus radiodurans, textile dyes, bioremediation
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1. GIRIS

Giliniimiizde gelisen teknoloji ile birlikte ¢evre kirliligi her gecen gilin artmaktadir.
Sucul ekosistem siirekli olarak evsel, tarimsal ve endiistriyel atiklara maruz
kalmaktadir. Bu da su kaynaklarimizin kalitesini bozmaktadir. Su kirliligi, suyun
yagamsal faaliyetlerini engellemeyecek Olgiilerde organik, inorganik, kimyasal ve
radyoaktif ~ maddelerin  suya karigmasidir.  Atélyelerde, imalathanelerde,
tamirhanelerde, kiicliik sanayi sitelerinde ve organize sanayi bdlgelerinde su ile
muamele edilen her tirlii yikama artig1 endistriyel nitelikli atik su olarak ifade
edilmektedir. Gelismekte olan ¢ogu iilkenin sorunlarindan biri sanayi etkinliklerinin
neden oldugu kirliliktir. Sanayi dallarindan en fazla su tiiketimi tekstil endiistrisinde
olmustur. Tekstil endiistrisinin istihdamu, {iretimi ve pazar1 genis oldugundan daha ¢ok
tercih edilen bir sektordiir. Bu sektdrde isletme prosesleri teknoloji ile siirekli
yenilenmektedir. Tekstil endiistrisinde yikama, boyama, basma ve agartma gibi
islemlerde ¢ok miktarda su kullanimi gerektirdiginden renkli, tuzlu, biyokimyasal
oksijen ihtiyaci, kimyasal oksijen ihtiyaci, pH ve organik madde igeren atik sular

olusmaktadir.

Sanayi proseslerinin c¢esitliligi nedeni ile aritilmasi gerekli olan kontaminantlarin
profilleri, buna gorede uygulama teknolojileri gesitlilik arz etmektedir. Endiistriyel
atiklardan toksik kimyasallarin uzaklastirilmasi i¢in biyolojik molekiillerin kullanimi
oldukga etkilidir. Bunun i¢in diinyadaki birgok kent mikroorganizmalarin kullanimi
esasina dayanan biyoremidasyonu kullanmaktadir. Biyo=Canl,

Remedium=lyilestirme anlamina gelmektedir.






2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyolojik Iyilestirme
2.1.1.Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, su ve toprak kirliligine neden olan zchirli maddelerin
mikroorganizmalar, funguslar ve bitki gibi canlilar ile zararsiz bilesiklere doniismesini
saglayan bir ¢esit 1slah yontemidir. Cevrede kirlenmeye neden olan maddelerin
temizliginde canlilarin kullanilmastyla yenilik¢i (innovative), ekonomik ve cevre
biyoteknolojisidir. Biyoremediasyonun en Onemli amaglari mikrobiyal biiyiime,
aktivite i¢in en uygun ortam sartlarinin saglanmasi ve yerinde aritimdir. Biyolojik
onarimi yapilacak alandaki canlilarin sayisini artirmayi hedef alan veya laboratuvarda
yetistirilmis canlilar kirlilik yiikii olan b6lgeye aktarilarak o alanda liremeleri saglanir.
Se¢ilecek olan canlilar da dikkat edilmesi gereken hususlar; patojen olmayacak, besin
zinciri yoluyla diger canlilarin sagligini tehlikeye sokmayacak ve bulundugu bdlgenin

faunasina zarar vermeyecek olmasidir.

Biyoremediasyon teknigi iki sekilde uygulanir. Aritim i¢in atiklarin baska biryere
taginmasi, alan disinda (ex-situ) biyoremediasyon yada bulundugu yerde bertaraf

edilmesi (in-situ) biyoremediasyondur.

1. Ortaya ¢ikan atiklarin transfer edildigi alana ortamin mikroorganizma muhtevasina
gore besin aktarimi yapilarak, alanda bulunan mikroorganizmalar aktiflestirilir. Bu

teknik kirletici konsantrasyonlarinin diisiik olmasi halinde tercih edilir.

2. Cevresel kosullar analiz edilir, topraga kirleticiyi pargalayabilen yeni bir
mikroorganizma aktarilir yada mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ve

biiyiimelerini optimize etmek i¢in pH, sicaklik gibi kosullar degistirilir.



Sekil 2.1. Mikroorganizmalarin atik boyalarda etkinligi. A. Bakteriler B. Mantarlar
C. Endiistriyel kirlilik D. Atik boya

2.1.2.Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon, sulu ortamlardan metal iyonlarinin biyokiitle tarafindan alinmasidir.
Biyosorbent yiizeyinde tutulacak ¢6ziinmiis maddelerin biyokiitle etrafin1 saran
¢oziicii sivi film icerisinden gegmesi gerekmektedir. Biyosorpsiyon sartlarinin
gerceklesebilmesi icin bazi optimal kosullarin olusmasi gerekmektedir. Biyosorpsiyon
yontemi sicaklik, metal iyon tipleri, konsantrasyon, biyokiitle tiiri ve miktari,
¢Ozeltinin asitligi veya bazligi gibi fizikokimyasal faktorlerden etkilenmektedir

(Hamutoglu vd., 2012).

Bu yontemin tercih nedeni olmasinin en 6nemli nedeni islemin yapildig: alan iizerinde
uygulanabilmesi, ¢ok 0zel sistemlere gereksinim duymamas: ve farkli sistemlerle

kolay bir sekilde fazla gider olmadan birlestirilebilmesidir (Tewari et. al.; 2005).



2.1.3.Biyosorpsiyon Kinetigi

Iki basamaktan olusup birincisi, cok hizl1 olarak gerceklesen organizma yiizeyinde
fiziksel adsorpsiyon veya iyon degisimini igerir. Yiizey adsorpsiyon basamagi hizli bir
giderim olmasi sonucunu ortaya ¢ikarir ve buna pasif giderim denir. Ikinci basamakta
metal iyonu igeri alinarak aktif giderim olmasidir. Bu basamak; hiicre zarindan igeri
metal iyonlarinin taginimini igeren, hiicrenin reaksiyon hizlarina bagl olarak yavas

ilerleyen giderim basamagidir (Chong et. al.; 2000).

2.1.4.Biyodegradasyon

Biyo=Canli, Degradasyon=Bozunma, yikilma, par¢alama anlamima gelmektedir.
Biyodegradasyon alg, bitki, bakteri ve mantar gibi organizmalarin gesitli bilesikleri

enzimler kullanarak pargalama islemidir.

Mikrobiyal organizmalar alinan atik maddeleri hiicresel ortamada kendi biyolojik
gereksinimleri ile ortaya ¢ikan reaksiyonlarla farkli maddeleri donistiiriirler. Buna
dogal mikroorganizma popiilasyonlar1 tarafindan gergeklestirilen biyolojik

par¢alanma olarak tanimlanir.

Bu parcalanma iizerinde ortamdaki besin miktar1 ve tiirleri, ortamin 1s1s1, pH, su ve
giderimi olacak kimyasallarin ¢oziintirliligl, biytikligi, toksitesi, kimyasala bagh
yan gruplari gibi fizikokimyasal parametreler biyodegradasyonu etkileyen en 6nemli

parametrelerdir.

2.2. Atik Artttminda Bakterilerin Onemi

Bakteriler, ¢coziinmiis karbonlu organik maddeleri ¢esitli gazlara ve yeni hiicrelere
dontistiirerek kullanirlar. Atik su aritim merkezlerinde yaygin olup buradaki azotu,

karbonu, fosforun ve kiikiirtiin giderilmesinde etkin rol oynarlar.



Anaerobik aritma teknolojisinde atiklari iglemede kullanilan mikroorganizmalarin
giderim sonucunda olusan iiriinler faydali yeni {irlinlere doniistiiklerinden geri
kazanim saglayabilmektedir. Atiklarinda organik madde yogunlugu bulunan
fabrikalarda uygulanan anaerobik aritma teknolojisinde, uygun biyokimyasal

parametrelerin saglandigi reaktorler kullanilir (Alexander, 1999).

ABD’de ki bazi sirketler terminal temizliginde; en basta zehirli atiklarin bulundugu
sahanin topragini ters yiiz ederler. Daha sonra icerisine bakteri, su ve gida maddesi
asilanir. Yaklasik yedi hafta civarinda bakteriler topragin 40-45 cm derinligine kadar
ki kismin1 yiyip bitirirler. Bu toprak, ortadan kaldirilip biiylik mayalanma tanklarina
yani fermenterlere tasindiktan sonra ayni islemler altta kalan diger tabakalara da

uygulanir ve bolge tabaka tabaka temizlenmis olur (Esmeray ve Ceyhan, 2012).

2.2.1. Atik minimizasyonu

Atik minimizasyonu suyun, enerjinin ve hammaddelerin etkin kullanilmasiyla atigin
c¢ikis noktasinin azaltilmasi ve Onlenilmesidir. Atigin olusumunu engellemek yada
azaltmak i¢in prosesin gerektiginde degistirilmesi miimkiin olup iiretim prosesinde

cevreye daha az zarar verecek malzemelerin kullanilmasini kapsamaktadir (EA, 2001).

Atik minimizasyonun da en bastan en sona kadar gerceklesen iiretim ve tiiketim
sirecinde her tiirli atiZin azaltilmast dahildir. Atik minimizasyonunda
olusturulabilecek her tiirlii proses, dikkatli, asamali, iyi bir plan ve program
dogrultusunda gergeklesip hem teorikte hem de uygulamada degisikliklere agik
olmaktadir (EA, 2001).

Atiklari ortamlardan giderilmesi ve tekrardan geri kazanilmasi hem enerji hem de
dogal kaynaklarin israfinin onlenilmesinde 6nemli bir yol olup, dogal ortamlarin
bozulmamasina ve bunlarin siirdiiriilebilir kullaniminda temel bir faktordiir. Bu
yiizden atik minimizasyonu, basta Cevre Kanunu olmak {izere atik yonetimine iliskin

tiim diizenlemelerde birincil 6ncelik olarak belirlenmistir (Kabatas, 2010).



Atik minimizasyonunun temel aldig1 goriis ve hedef bugiin ve yarin i¢in ilk basta insan
olmak iizere biitiin canlilarin bulundugu ¢evreye zarar vererek bozulmasina neden

olabilecek tehditlerin en aza indirgenmesidir (EPA, 1988).

Atiklarin azaltilmasi i¢in yeni ve ekonomik standartlar gelistirilmeli; sanayi tarafindan
yapilan {iretimlerde dogaya zarar vermeyecek sistemlere yonlendirilmeli, bu
basamakta hem liretim yapanlarin hem de bu iiriinleri kullananlarin bilinglendirilerek
hassasiyetlerinin artirilmasina yonelik faaliyetlere 6nem vermek. Eski ve sikintili
teknolojileri kullananlara ek giderler, yeni teknolojileride kullananlara da avantajlar
saglanarak iretim hatalar1 ¢evre dostu teknolojilerine birakilmasini saglayacak

kapsamli bir strateji olusturulmalidir (Kabatas, 2010).

Tablo 2.1. Atik azaltimina etki eden faktorler (Kabatas, 2010).

Diizenli, temiz ve saglikli bir alanda ¢aligilmasi i¢in ortaya ¢ikan
. atiklarin azaltilmas ile olur. Bunun iginde bu alanlarda bulunan
Insan calisanlarin farkindaliklarinin artirilmas: ve bunlarin giderimi

yoniinde egitimlerin alinmasi saglanmalidir.

Olgme ve kontrole sistematik bir yaklasimla problemlere énem
Sistem verilir. Etkin bir seviyeye gelmek i¢in hedeflerin olugsmasina imkan

VErir.

Sermayenin yeni teknolojide kullanilmasi iiretilebilirligi gelistirip,

Teknoloji atik olusumunu minimize edip geri 6demeler olusturabilir.

2.2.2.Ekstremofiller

Ekstrem ¢evre kosullari, cogu mikroorganizmanin hayatta kalmasini ve gelisimini
zorlagtiran dogal veya taklit edilmis kuvvetler olarak diisiiniilebilir. Bu kosullar
fiziksel asiriliklar1 (sicaklik, radyasyon ve basing gibi) ve jeokimyasal asiriliklari
(kuraklik, tuzluluk, pH ve redoks potansiyelleri gibi) 6geleri icerebilir (Rampelotto,
2010).



Diinyada normal bir canlinin yasayamayacagi ortam kosullarina uyum saglamis
canlilar bulunmaktadir ve bu ekstrem kosullara adapte olmus cogu canli
mikroorganizmalardir. Ekstremofil olarak adlandirdigimiz bu canlilar karasal
mezofilik organizmalarin biiyiimeleri ve iiremeleri i¢in gerekli optimal kosullardan
cok farkli, zor kosullarda gelisebilmektedirler. Archaea domaini ekstremofillerin genis
dagilimli oldugu bir domain olarak bilinmesine Karsin, ekstremofiller hem
Obakterilerin hem de archaealarin iginde sayisiz ve farkli genetik hatlarda yer
almaktadir. Archaea ve ekstremofil terimleri ara sira kendi igerisinde yer
degistirmesine karsin, birgok mezofilik archaealarin ve bir¢ok ekstremofili
dbakterilerin oldugu bilinmektedir (Ozbey, 2009).

Ekstrem termofiller veya ekstremofiller, spesifik olarak volkanik kayaclarda, kutup
bolgelerindeki diistik sicakliklarda, derin denizlerdeki yiiksek basingta, ¢cok diisiik ve
yiiksek pH degerlerinde (pH 0-12) yada ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-30)
yasayan mikroorganizmalardir (Niehauset. al., 1999; Vorgias and Antranikian, 2000).

2.2.3. Ekstremofillerin siniflandirilmasi

Ekstemofil canlilar, yasayabildikleri ¢evresel parametreye bagh olarak farkli sekilde
siniflandirilir. Bu canlilarin yasadigi ekstrem cevresel parametreleri ve buna bagh
olarak yasadigi habitatlar, fiziksel ekstremler, jeokimyasal ekstremler ve biyolojik

ekstremler olarak siniflandirilmaktadir (Lopez-Garcia, 2005).

Tablo 2.2. Ekstremofillerin g¢evresel parametrik siniflandirilmasi (Lopez-Garcia,
2005).

Fiziksel Ekstremler  Jeokimyasal Ekstremler  Biyolojik Ekstremler

Sicaklik pH Besin

Basing Tuzluluk Popiilasyon Yogunlugu
Radyasyon Kuraklik Parazitler

Patojenler

Toksik Bilesenler




Tablo 2.3. Ekstremofiller ve ¢evreleri (Hough and Danson, 1999).

Fenotip Cevre Mikroorganizma
Termofiller 55-80 °C Methanobacterium,
Hipertermofiller 80-113 °C Pyrococcus, Pyrolobus
Psikrofiller (-2)-20°C Alteromonas
Halofiller 2-5 M NaCl Haloarcula
Asidofiller pH< 4 Sulfolobus
Alkalifiller pH>9 Natronococcus

2.2.4.Poliekstremofiller

Diinyada ki ekstremofil canlilar, farkli metabolizma tiplerine sahipler ve farkli karbon
kaynaklar1 kullaniyorlar. Birden fazla ekstrem kosula dayamiklilik gosteren
organizmalara poliekstremofil canlilar denir. Bu organizmalara 6rnek olarak su
ayiciklarini, hamam boceklerini ve Deinococcus radiodurans’ 1 verebiliriz.
Deinococcus radiodurans, dehidrasyona, oksidatif zararlara, ultraviyole radyasyona,
genotoksik kimyasallara ve yiiksek seviyede iyoniklesmeye kars: ekstrem dayaniklilik
gostermekte ve bu 6zelliklerinden dolay1 da poliekstremofil olarak adlandirilmaktadir

(Lopez-Garcia, 2005; Buzea, 2008).

2.3. Deinococcus radiodurans’in Genel Ozellikleri

Deinococcus radiodurans daha onceleri Micrococcus radiodurance adi verilen,
radyasyon biyolojisinde iyonlagsma ve ultraviyole radyasyona olaganiistii direnci ile
tinlii bir bakteridir. Deinococcus radiodurans 1956 yilinda Corvallis’de ki Oregon
Tarim Deney Istasyonunda Arthur W. Anderson tarafindan kesfedilmistir (Gierak,
2005). Oregon Corvallis’de A.W. Anderson ve arkadaslari ile yiiksek gama radyasyon



uygulanmis olup bozulmus konserve etler iizerinde yaptiklari incelemeler sonucunda

izole etmistir (Anderson et. al., 1956).

D. radiodurans, genellikle tetrad formunda yetisen, Gram pozitif hiicreleri
desteklemeyen bir bakteridir. Bu organizma ilgingtir ¢linkii iyonize radyasyonla
indiiklenen DNA hasarina asir1 direnglidir (Battista, 1997).

D. radiodurans’in radyasyon direnci, genomu onarabilme yetenegi, ylizden fazla ¢ift
sarmal DNA kopmasi, mutasyona ugramamasi ve genom biitiinliiglinii korumasi
olaganiistii bir canli oldugunu gosterir (Battista, 1997; Minton and Daly, 1997).
Olaganiistii verimliligi i¢in bir ag¢iklama heniiz bulunmamaktadir (Eltsov ve Mikhail,
2005).

Deinococcaceae familyasina ait olan bu bakteri, patojen degildir, hareketsiz olup spor
olusturmaz, kiire seklinde ve zorunlu aerob bir bakteridir. 1-2 pym boyutunda, kirmizi
pigmentli olan bu bakteri dortlii hiicre kiimesi seklinde (tetrakok) gelismektedir. D.
radiodurans, UV 15181, kuraklik, hidrojen peroksit ve birgok kimyasal ajana, DNA da
zarara neden olan durumlara da direng gostermektedir (Murray, 1992; Thornley et. al.,
1965).

D. radiodurans’in sabit faz kiiltiirlerinde bulunan az sayidaki hiicre, {issel olarak
biiyliyen hiicrelerin tipik morfolojisine sahiptir. Bu morfolojik polimorfizmi,
genisletilmis duragan faz boyunca biiylime avantaji kazanan mutantlarin

mevcudiyetine bagliyoruz (Finkel and Kolter, 1999).

D. radiodurans diinya iizerinde radyasyona en dayanikli organizma olarak Guiness
rekorlar kitabina girmis bir bakteridir. Insanin canlilik faaliyetlerini yerine
getirememesi i¢in 10 Gy’lik radyasyon yeterli olabilmesine karsin E. Coli’de
hiicrelerinin 60 Gy’lik dozda biitiin canlilik faaliyetlerini kaybetmektedir. D.
radiodurans ise 5000 Gy’lik dozda hi¢ bir canlilik kaybi yasamadan 15000 Gy’lik
dozdaysa kiiltiiriin % 37’si canli kalacak bigimde dayaniklilik gosterebilir (Makaraov
et. al., 2001).
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Sekil 2.2. Deinococcus radiodurans mikroskobik goriintiisii (Y1lmaz, 2012).

2.3.1. Deinococcus radiodurans’in filogenisi

Eubacteria alemi igerisinde siiflandirilan bu bakteri Deinococcaceae familyasinin

tiyelerinden Micrococcus genusu iginde yer almaktadir (Andersson, 1999).

Deinococcus-Thermus filum son zamanlarda baska bir aile olan Trueperaceae'yi de
icerecek sekilde genisletildi (Albuquerque, et. al.,2005). Truepera radiovictrix,
Azores'te ki kaplica akintilarinda bulunan radyasyona dayanikli kiire bi¢ciminde bir
termofildir (Albuquerque, et. al.,2005). Bu bakteri D. radiodurans’lar ile fenotipik
ozellikler paylasti. Radyasyona direngli, Gram pozitif kokal mezofil olan D.
radiodurans 'lar ve radyasyona duyarl bir Gram negatif ¢ubuk sekilli termofil olan T.
thermophilus, Deinococcus-Thermus filumu, fenotipik 6zelliklerin klasik bir vakasi
olup bakterilerde her zaman filogenez ile bagmtili degildir (Woese,1987).
Deinococcus-Thermus filumunun ortak atasi, orta derecede termofil ya da mezofildir
(Makarova, et. al., 2001; Omelchenko, et. al., 2005). Ortak atalarindan ayrildiktan
sonra Thermus, arke ve termofilik bakterilerden yatay gen transferi yoluyla yiiksek
sicakliklara adapte olurken, Deinococcus gesitli bakterilerden ¢ok sayida stres tepki
geni elde etti (Omelchenko, et. al., 2005). Altmis bes protein Deinococcus-Thermus
filumuna 6zgii, 206 protein sadece Deinococcaceae iiyelerinde (6rn., PprA ve DdrB)

bulunurken 399 protein D. radiodurans ’lara 6zgiidiir (Griffiths and Gupta, 2007).
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2.3.2.Deinococcus radiodurans’in habitati

Deinococcal suslardaha zor ortamlardan izole edilmistir. Kurutulmus gidalardan
(Lewis, 1971; Rowley et. al., 1978), oda tozundan (Christensen et. al., 1981), tibbi
aletlerden (Christensen et.al., 1981) ve tekstilden (Kristensen et. al., 1981) elde edilen
deinococcal suslarin basarili bir sekilde izole edilmesi, bu ailenin kuru, besleyici
hayvanlarda hayatta kalma kapasitesine sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
organizmanin  yararlanabilecegi  nislerin sayist Onemli Olclide  arttigim
diisiindiirmektedir. Bu izolasyonlar dnemlidir, ¢linkii deinokoklarin, spor olusturan
organizmalar kadar, evrimleserek uzun siire cevresel stres yasadiklarini da One
stirerler. Dikkat ¢eken bir nokta da D. radiodurans’in son derece direngli olmasidir
(Battista, 1997).

1956'da D.radiodurans R1 susunun izolasyondan kisa bir siire sonra, D.
radiodurans'in (SARK) ikinci bir tiirii, Ontario'da ki bir hastanede hava kirleticisi
olarak kesfedilmistir (Murray, 1958). O zamandan beri birbirine ¢ok yakin radyasyona
direngli 6 tiir tespit edildi: Mezgit dokusundan alman Deinococcus radiopugnans
(Davis et. al., 1963), Bombay ordekinden Deinococcus radiophilus (Lewis, 1971),
Lama glama diskilarindan Deinococcus proteolyticus (Kobatake et. al., 1973), fil
digkilarindan ¢ubuk seklindeki Deinococcus grandis (Oyaizu, 1987) ve iki termofilik
tiir olan Deinococcus geothermalisand, Deinococcus murrayi sirasiyla Portekiz ve
Italya'da ki kaplicalarda goriildii (Ferreira et.al., 1997). Bu tiirler birlikte, Thermus
cinsi ile en yakin iligkili olduguna inanilan farkli bir obakteriyel filogenetik soy
olusturmaktadir. 16S rDNA sekansi analizine dayanarak, Deinococcus ve Thermus'un
bir obakteriyel filum olusturdugu Onerilmistir (Rainey, 1997). Bugiine kadar,
sistematik olarak deinokoklarin dogal dagilimi arastirilmamistir. izolasyonlar diinya

capinda gergeklesti ancak dagilimi ¢ok gesitli ve serpmedir (Makarova et. al., 2001).

Alem: Eubacteria

Sube: Deinococcus- Thermus
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Takim: Deinococcales
Cins: Deinococcus

Tiir: Deinococcus radiodurans (Ozbey, 2009)

Sekil 2.3. Deinococcus radiodurans inTGY A’da 3 giinliik tiremesi

Sekil 2.4. Deinococcus radiodurans R1‘in 1s1k mikroskobunda goriintiisii
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Sekil 2.5. Deinococcus radiodurans R1’in SEM’de goriintiisii

2.4. Tekstil Boyalari

2.4.1.Azo boyalar

Azo boyalari, en ¢ok renk ¢esidine sahip, boyalarin en biiyiik sinifidir. Tekstil, kagat,
gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde en az 3000 farkli azo ¢esidi yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Spadaro et. al., 1992; Spadary et. al., 1994). Bazi azo boyalari,
tekstil atiklarinda en problemli bilesikler olarak tanimlanmistir. Suda yliksek
¢cOziinlirligl ile c¢ikarilmasi gii¢ ve diisiik tilkenme nedeniyle ¢ikarilmasi zordur
(Spadaro et. al., 1992). Dahasit bu azo boyalari ve ara-aromatik aminler toksik,
mutajenik ve kanserojendir. Insanlar igin potansiyel bir saglik sorunu olustururlar
(Carliell et. al., 1994; Nilsson et. al., 1993). Azo boya atiklarinin aritilmasi biiyiik bir
endise haline geliyor, bircok mikroorganizma, bakteriler de dahil olmak iizere azo
boyalarini pargalayabilir (Chung and Stevens, 1993; Wong and Yuen, 1998; Sharma
and Sobti, 2000).

Azo boyalari, dogal boyalara kiyasla sentezindeki kolayligi ve maliyet etkinligi
nedeniyle endiistride giderek daha fazla kullanilmaya baslandi. Bununla birlikte cogu
14



azo boyasi toksik, kanserojen ve mutajeniktir (Pinheiro et. al., 2004; Talarposhti et.al.,
2001).

Boyalardaki azo  baglarmin  (R-N-N-R)

R parcalanmaya kars1 direngli oldugunu ve ¢evre
\ icinde yliksek seviyeli boya kalicilig1 ve birikim
—_— potansiyeli bulundugu bilinmektedir. Asit ve

N - N alkalin kosullarda ¢ok kararli olup sicaklik ve

\ 1stya karst dayaniklidirlar. Bununla birlikte,
R, bunlar anaerobik ve aerobik kosullar altinda

bakteriler tarafindan bozunabilir (Wong and

Sekil 2.6. Azo boya yapisi Yuen, 1996).

Azo boyalar1 renklendirme azo fonksiyonunu (-N = N-) i¢eren organik bilesiklerdir.
Azo fonksiyonu genellikle aromatik bir halkaya baglanir ve boya daha sonra aromatik
bir amine, arilamine indirgenebilir. Bu kimyasal olarak, indirgeyici béliinmeyle veya
viicudun kendi enzim sistemi araciligiyla gerceklesebilir. Bazi azo boyalari, hafif ve
yiiksek sicaklik nedeniyle depolama esnasinda arilaminlere ayrilabilir. Bazi
arilaminlerin kanserojen oldugu kanaatine varilmistir. Bunlardan da en iyi bilinen
anilindir. Azo boyalar tekstil elyaflarinin, 6zellikle de pamuklarin boyanmasinda,
ayrica ipek, yiin, viskon ve sentetik elyaflarin boyanmasinda kullanilir. Kullanima,
nispeten ucuz ve net, giiclii renkler sunmak i¢in tercih edilirler. Piyasada yaklasik 2000
azo boyasi vardir. Azo boyalarinin ¢ogunlugu suda ¢oziinebilir ve viicudun emilmesi
i¢in kolaydir. Bu solunum yoluyla ve cilt ile temas yoluyla gerceklesir. Azo boyalari
ayrica suda yasayan organizmalar i¢in zehirli olabilir ve uzun stireli su ortaminda

olumsuz etkilere neden olabilir (Kemi swedish chemicals agency, 2015).

Azo boyasindan ¢ikan arilaminlerin cilt tarafindan absorbe edilmesi ve viicutta
birikmesi muhtemeldir. Azo boyalar1 bulunan giysiler giyerken veya bu yatak
ortiilerinde uyurken maruz kalma riski vardir. Bazi arilaminler de cilt ile temasinda

alerji uretebilir, gozleri tahris edebilir, solundugunda, yutuldugunda toksiktir. Baz
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arilaminler, sudaki organizmalar i¢in ¢ok zehirli oldugu ve su ortaminda uzun siireli
olumsuz etkilere neden olabilecegi sonucuna varilmigtir (Kemi swedish chemicals

agency, 2015).

Sekil 2.7. Azo boyalar

Boyalar agagidaki gibi siniflandirilabilir (Mishra and Tripathy, 1993).
1. Anyonik boyar maddeler: Direkt, asit ve reaktif boyalar
2. Katyonik boyar maddeler: Bazik boyalar

3. Iyonik olmayan (non-iyonik) boyar maddeler: Dispers boyalar
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Tablo 2.4. Boyar maddelerin smiflari, kimyasal tipleri ve olusturdugu kirleticiler
(Husain, 2006; EPA, 1997)

Boyar Tamm Kimyasal tipi Baglanma Olusturdugu
madde kirleticiler
sinifi
Asid Coziinebilen Azo, nitrove  %80-93 Renk, organik asitler,
anyonik bilesikler nitrozo, fikse edilemeyen
trifenilmetan, boya atiklari
azin ve ksanten
Bazik Cozlinebilir, ¢ok Siyanin, azo, %97-98 N/A
parlak boyalar azin,
triarilmetan,
ksanten,
akridin,
oksazin ve
antrakinon
Direkt Coziinebilir Azo, %70-95 Renk, tuz, fikse
anyonik bilesikler;  fitalosiyanin, edilmeyen boya
seliilozik elyafa stilben ve artiklari, katyonik
direkt oksozin fiksasyon
uygulanabilir kimyasallari,ylizey
aktif maddeler,
kopuk
kiricilar,diizgiinlestiri
ci,retarder ve
apreleme
kimyasallari,
seyrelticiler
Dispers  Suda ¢6ziinemez Azo, %80-92 Renk, organikasitler,
antraquinone, tafsiyicilar, fosfatlar,
stiril ve nitro diizgiinlestiriciler,

koptik kiricilar,
agarticilar,
parlaklasltiricilar,
dispersantlar,
seyrelticiler
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Reaktif Suda ¢Ozlnebilir, Azo,

Renk, tuz, alkalinite,

anyonik antrakinon, fikseedilmeyen boya
bilesiklerdir. ftalosiyanin, artiklari, ytizey aktif
Engenis, boya formazon, maddeler, kopiik
sinifidir. oksazin ve kiricilar,seyrelticiler,
bazik apreleme
kimyasallar1
Tablo 2.5. Kullanilan azo boyalarin 6zellikleri
Boyanin Adi Abfor.b ans - Molekdl Agirhg: Molekiil Formiilii
Degeri (nm) (g/mol)

C.I.LDIRECT RED 23 502,94 813,73 CasH2sN7Na2010S>

ACID RED 249 523,78 748,11 C29H20CIN3Na2010S3

C.I. RED 337 491,80 433,34 C17H11F3N3NaO4S

C.l1. Direct Red 23

Acid Red 249

Sekil 2.8. Azo boyalar
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Pepton (Sigma), Agar (Sigma), Yeast Ekstrakt (Merck), Glukoz (Sigma), C.I. Direct
Red 23 (alfaKimya), Asid Red 249 (alfaKimya) ve C.l. Red 337 (alfaKimya)

kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri firmalardir.

3.1.2. Mikroorganizma

Deinococcus radiodurans, yiiksek yapili organizmalar: tolare edebildiginden daha
fazla ekstrem cevresel duruma direng gostererek, bdyle formlarin yasaminin temeli
olan DNA’nin korunabilmesinde onemli rol oynamaktadir. Bakteri ilkel diinya

kosullarinda ki yeryiiziiniin ve buralarda ki yasamin evrimine 11k tutmaktadir.

3.1.3.Cihazlar

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
Otoklav : Niice OT 012
Steril kabin . Safe FAST Classic 212
Dik Otoklav . Siimer
Vortex . Heidolph Reaxtop 26
Calkalamali Inkiibator . Heidolph
Saf su cihazi : Niive
Hassas Terazi : AGN220C AXIS
Otomatik pipet . Eppendorf Research Plus
pH Metre . Radiometer Meterlab PHM210
Spektrometre . Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS
Kar makinesi . Scotsman AF-20
Sogutmal1 Santrifiij . Hanil Smard R17
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Ultrasonikator VCX505 : Sonics Vibra Hiicresi

Buzdolaplari . Argelik

Derin Dondurucu (-30 °C) . Haier

Etiiv : Wise Cube WIG-105
Calkalamali Sogutmali Inkiibator : Shel LabSSI5R-HS
Manyetik Karistirici . Heidolph MR Hei-Standart
3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri Stoklarinin Hazirlanmasi

Calismamda D. radiodurans’in uzun siireli stoklar1 %20 gliserol (v/v) igeren TGY
broth’ta hazirlayarak -20 °C’de saklanilmistir. Ayrica rutin giinliik ¢alismalarimda

TGY agar igeren besiyeri petrilerde iiretip +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Petri Stok Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismamda D. radiodurans’in biiyiime ortami olarak bu bakterinin kendine has 6zel
besi ortam1 olan TGY agar (Tripton Glukoz Yeast Agar) ve TGY broth (Tripton
Glukoz Yeast Broth) (pH: 7,5) kullanildi. Besiyerleri 250 mI’lik erlenlerde 99 ml
besiyeri olacak sekilde 121°C’de 15 dk 1 atm basing altinda otoklavlandi. 250’lik
erlenlere gazli beze pamuk konularak tika¢ yapildi, tizerlerini aliiminyum folyo ile
kapatilarak otoklavlandi. Sterilize olan erlenler kullanilacagi zamana kadar +4°C
muhafaza edildi.

TGY Broth Besiyerinin Igerigi (g L)

Tripton 10 gr
Maya 6ziitii Sgr
Glikoz Sgr
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Bu s1v1 besi yerlerinin igine 15 g L™ agar ilave edilerek kat1 besiyerleri elde edilmistir.
Otoklavlamanin ardindan 9 cm’lik petrilere yaklagik 12,5 ml olacak sekilde dagitilarak

hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.1. Tripton Glukoz Yeast Broth

3.2.3. Biiyiime Ortamm

Biiytime ortami1 olarak 2x Tripton Glukoz Yeast Broth (TGYB) kullanildi (pH: 7,5).
50 ml 2x TGYB igerigi i¢in;

Pepton lor
Yeast extract 0,50r
Glucose 0,5gr

Bu hazirlanan TGYB 5’er ml agz1 vidali tiiplere konulup 121°C’de 15 dk 1 atm basing
altinda otoklavlandi. Boylelikle overnight kiiltiirii hazirlandi.
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3.2.4.Bakteri Ekimi

Calismamda +4°C’de buzdolabinda TGY A’ya ekimi yapilip muhafaza edilen bakteri
petrilerinden, steril kabin i¢inde aseptik kosullar altinda 1 cm®liikk alanda bunzen beki
alevinde bir koloni 6ze ile alinarak overnigth (O/N, starter) 2x TGYB igeren agz1 vidal
cam tiiplere ekimi yapilmistir. Tiipler saat 17.00’dan sabah 08.00’e¢ kadar 15 saat
olacak sekilde 32 °C’de ve 200 rpm’de calkalamali inkiibasyona birakilarak iiretildi.
Uretilen bu kiiltiirler bir gece (over night=0/N, starter) inkiibasyonun sonunda
08.00’de alinarak TGY broth besiyeri igeren 250 ml’lik erlendeki 99 mI’lik besiyeri
icerisine steril kabinde aseptik kosullar altinda 1’er ml ekimi yapilmistir. Bunlarda
32°C’de ve 175 rpm’de ¢alkalayici inkiibatorde inkiibasyona birakilip bu kiiltiirlerden
de saat 17.00°da steril kabinde 1 ml’lik kiivete alinip kor olarak besiyeri kullanilmistir.
600 nm’de absorbansi okunmustur. Stasyonel fazin baglangi¢ kisminda yani 0.800 nm
de absorbans verirse erlenin iginden 1ml alinip steril ependorfdaki boyaya,

konsantrasyonu 10 mg/ml boya ¢dzdiirerek ekimi yapildi.

3.2.5.Boyalarin Spektrum Taramasi

Azo boyalarin saf hallerinin maksimum absorbans degerlerini bulmak i¢in spekturum
taramasi yapildi. Spekturum taramasi yapilirken boyalarin saf hallerinden 10 mg/ml
¢ozeltiden 1 ml aliip kiivete konuldu. 900 nm-400 nm arasinda spekturum taramasi
yapildi. Boylece boya molekiillerinin maksimum absorbans verdigi dalga boylar
bulundu. Spekturum taramasi yapilirken kor olarak saf su kullanildi. Bu grafikler
sonucu olusturulan y = ax + b grafik denklemlerinden faydalanarak numunelerin

stvi kiiltiirlerde ki geri kalan saatlerde kalan boya miktarlart bulundu.

3.2.6. Azo Boyalarimin Kalibrasyonu

Azo boyalarinin konsantrasyonlar:1 10 mg/ml olacak sekilde hazirlandi.

1000 ml 100mg

10 ml X mg
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x = 1 mg’dir. O halde C.I Direct Red 23 azo boyasindan temiz bir cam tiipe 0,01 gr
hassas terazide tartildi. Uzerine 990 saf su eklenildi ve vortekslendi. 10 kat seyreltmis
olundu. Daha sonra bunun igerisinden 10 ml alip tizerine 990 saf su eklenildi,
vortekslendi ve bu seferde 5 kat seyreltmis olundu. Bu tiipten de 10 ml alip tizerine
990 saf su ekleyip vorteksledigimde 2.5 kat seyreltmis oldum. Bu sekilde 10-5-2,5
-1,25-0,625 - 0,3125 - 0,1563 - 0,0781 - 0,0391 - 0,0195 - 0,0098 - 0,0049 - 0,0024
- 0,0012 - 0,0006 - 0,0003 mg/ml konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlandi. 16 tiipte
seyreltme islemleri bittikten sonra kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Ayni islemleri
Asid Red 249 ve C.I Red 337 azo boyalarina da uygulandi.

3.2.7.Boyalarin Gideriminin Takibi

Enzim {iretim ortaminda bulunan boya miktarinin takibi i¢in ilk boyay1 aktardigim 0.
saatten itibaren her 2 saatte sivi kiiltiirlerden 1’er ml aseptik kosullarda numune alindi.
Alinan bu numuneler 15000 xg, 10 dk ve +4 °C’de santrifiij yapildi. Santrifiij yapilan
numunelerin siipernetant kismi alinarak her biri i¢in 0zgii dalga boylarinda

absorbanslar1 alindi. Kor olarak sterilize edilmis TGYB kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Hiicrelerin Biiyiime Egrisinin Olusturulmasi

Biiylime kinetiginin belirlenebilmesi i¢in D. radiodurans R1 72 saat boyunca takip
edildi ve her yarim saatte 6rnek alindi. Alinan 6rneklerden ODgoo’de absorbans 6l¢timii
ve seyreltme plaka teknigiyle koloni sayimi yapilmistir. Oliim fazina gegis 29 saat
sonrasinda tespit edildiginden seyreltme plaka ile koloni sayimi sonlandirilmistir.

Daha sonra 30. saatten sonra sadece 600 nm’de optik dansite yapildi.

Sekil 3.1°de goriildiigli gibi lag, log ve stasyonel lireme fazlar1 belirgin bir sekilde
gozlemlenmektedir. D. radiodurans R1’in 4. saate kadar lag fazinda 10. saatte kadar
log fazinda ve akabinde ise duragan faza gectigi tesbit edilmistir. Oliim fazina giren
hiicrelerde pargalanma ve hiicrede bulunan karatenoidlerin hiicre disina ¢ikmasi ve
aciga c¢ikan bu karatenoidlerin de 600 nm’de siirekli bir absorbans artigina neden

oldugu diistiniilmektedir.

Calismam esnasinda logaritmik fazda bulunan hiicreler kullanilmis olup biiyiime
egrisinde de goriildiigii gibi hiicreler 6-7. saat aralifinda istenilen hiicre fazina

ulasildiklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.1. D. radiodurans R1’e ait biiyiime egrisi grafigi (Kuzucu, 2016)

Koloni sayiminda en fazla hiicre, 14-17. saatler arasinda goriilmiistiir. 26. saatten

sonrasinda ise canli hiicre sayisinda 6nemli bir diisiis saptanmistir.

Sekil 4.2. 15. saat seyreltme plaka ile hiicre sayiminda petri kiiltiirii (Kuzucu, 2016)
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Tablo 4.1. D. radiodurans’a ait absorbans degerleri ve hiicre sayilari

CFU/mlI CFU/ml

Saat  Absorbans Saat  Absorbans

(x107) (x107)
1 0,134 3,85 25 2,595 305
2 0,163 4,3 26 2,646 254
3 0,223 7,705 27 2,671 218
4 0,289 7,21 28 2,675 197
5 0,389 30,6 29 2,676 174
6 0,531 41 30 2,760
7 0,751 58,3 31 2,811
8 1,004 76,4 32 2,815
9 1,278 120 33 2,834
10 1,461 285 34 2,839
11 1,702 350,5 35 2,858
12 1,836 410 36 2,861
13 1,960 455 37 2,878
14 2,050 510 38 2,898
15 2,138 515 39 2,909
16 2,196 516 40 2,939
17 2,232 510 41 2,930
18 2,290 495 42 2,944
19 2,332 482 43 2,987
20 2,397 465 44 3,002
21 2,462 445 45 3,014
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22 2,470 412 46 3,027

23 2,510 382 47 3,059

24 2,543 321 48 3,061

4.2. Boyalarin Spekturum Taramasi

Boyalarin saf halde 10 mg/ml konsantrasyonlar da cozeltilerin 400 nm-900 nm
araliginda spekturum taramalar1 yapildi. Yapilan bu taramalar sonucu her boya igin

maksimum absorbans veren dalga boyu tespit edildi.

16 502,94 nm

i 502,94 600 7 a0 900
{11}

Grafik 4.1. C.1.Direct Red 23 spekturum taramas
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Grafik 4.2.Acid Red 249 spekturum taramasi

03

0

04

02

op

491,80 nm

40

e

600 700 800
nm

900

Grafik 4.3. C.I.Red 337 spekturum taramasi
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Tablo 4.2. Kullanilan azo boyalarin 6zellikleri

Boyanin Adi Absorbans Degeri (nm) Molekiiler Agirhg: (g/mol)
C.1.Direct Red 23 502,94 813,73
Acid Red 249 523,78 748,11
C.I.Red 337 491,80 433,34

7 s _O Na™*

Sekil 4.4. ACID RED 249 Acik Formiilii

29



Sekil 4.5. C.I. RED 337 Agik Formiilii

4.3. Boyalarin Standart Grafiklerinin Olusturulmasi

Yontemler bolimiinde belirtildigi sekilde 0,4 - 0,2 - 0,1 - 0,05 - 0,025 - 0,0125 -
0,00625 mg/ml olacak sekilde hazirlanan boyalarin ¢dzeltilerinin, maksimum

absorbans verdikleri dalga boylarinda teker teker absorbanslar1 okundu.

Boylelikle elde edilen degerlerle absorbansla konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Bu

grafiklerin denklemleri de standart grafik denklemi olarak kullanildu.
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C.I. Direct Red 23 Kalibrasyon Grafigi
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Grafik 4.4. C.I. Direct Red 23 Standart (Kalibrasyon) Grafigi

Asid Red 249 Kalibrasyon Grafikleri
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Grafik 4.5. Asid Red 249 Standart (Kalibrasyon) Grafig
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C.I. Red 337 Kalibrasyon Grafigi
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Grafik 4.6. C.I. Red 337 Standart (Kalibrasyon) Grafigi

4.4. Boyalarin Gideriminin Takibi

Enzim {iiretim ortaminda bulunan boya miktarmin takibi i¢in steril kabinde aseptik
kosullar altinda her 2 saatte bir siv1 kiiltiirlerden 1’er ml numune alindi. Alinan bu

numuneler 15000 xg’de santrifiij yapildi.

Santrifiij yapilan numunelerin silipernetant ve pellet kisimlar1 ayri ependorflara
alinarak her biri i¢in 6zgii dalga boylarinda spektrofotometrede absorbanslarina
bakildu.
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Grafik 4.7. C.I. Direct Red 23 Boya Giderim Grafigi
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Grafik 4.8. Asid Red 249 Boya Giderim Grafigi
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Grafik 4.9. C.I1.Red 337 Boya Giderim Grafigi
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismamda C.I. Red 23, Asid Red 249 ve C.I. Red 337 azo grubu boyalarin,
spektrum araliklarin1 ve hangi dalga boyunda pik verdiklerini tesbit ettik. Daha sonra
lic boyamizin kalibrasyon grafiklerini olusturduk. Belirlenen dalga boylarinda
Deinococcus radiodurans’in pargaladigi boya miktarini hesapladik. Boyalarin tekstil
fabrikalarindaki desarj sularinda boya konsantrasyonuna gore enzim iiretim ortamina

boya ilave edilme miktarini belirledik.

Literatlir taramalar1 neticesinde Deinococcus radiodurans’in laboratuvar ortaminda
gelisimi i¢in TGYA ve TGYB +4°C’de, stok olarak da %20 gliserol (v/v) iceren TGYB
hazirlayarak -20 °C’de muhafaza edilmistir. Ayrica logaritmik faz hiicrelerinin
biyodegradasyon ve biyosorpsiyon igin uygun olacagi diisiiniildii. Sebebi ise
logaritmik fazda ki hiicrelerin mitotik evreye egilimli olmasidir. Bu durumda
logaritmik faz baslangicinda yaklasik 800 nm’de oldugu diisiiniiliip azo boya o an ilave
edilmistir. D. radiodurans R1 fazini belirlemek igin seyreltme plaka yontemi ile koloni

saymmint 600 nm’de optik dansitelerine bakildi.

Biiylime kinetiginin yani bakterimizin gelisim egrisi grafiginin olusturulmasi i¢in stok
kiiltiirden bir hiicre alinarak inokiilasyonu yapildi. 32°C, 30°’lik ag1 ile 175 rpm’de,
15 saat inkiibe edilen kiiltiir, 2 L’lik erlenlerde bulunan 795 ml TGY B steril besiyerine
aktarildi. Her saat bast 600 nm’de hiicre yogunlugu sayimi yapilip absorbanslari
okunmustur. TGY agara, 6rnekten 100 pl alip, 900 ul steril fizyolojik su ilave edip 10
kat seyreltme yapildi, tiipten tekrar 100 pl alinip tizerine 900 pl steril fizyolojik su
eklenerek 100 kat seyreltme yapildi. Bu islem 103, 10%, 10° ve 10° seklinde diliisyonlar
hazirland1. Drigalski 6zesi ile yayma iglemi yapildi. Daha sonra 32°C 24 saat inkiibe
edildi. Ardindan hiicreler gozle sayilarak biiylime egrisi i¢in degerler olustu. Bu

degerleride seyreltme faktorii ile ¢arparak grafigimiz olusturuldu.
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Sekil 5.1. C.I. Direct Red 23 azo boyamizin 0.dk’da (solda) ve 10.saat (sagda)’te
cekilen goriintiisii

Sekil 5.2. Asid Red 249 azo boyamizin 0.dk’da (solda) ve 10.saat (sagda)’te gekilen
goruntiisu

36



Sekil 5.3. C.I. Red 337 azo boyamizin 0.dk’da (solda) ve 10.saat (sagda)’te ¢ekilen
goruntiisu

Sekil 5.4. C.1. Direct Red 23 (1.erlen)- Acid Red 249 (2.erlen)- C.I. Red 337
(3.erlen) 10.saatte gekilmis goriintiileri

D. radiodurans R1’in hiicre duvar yapisindan dolay1 pozitif bakteri ozelligi
gostermektedir. Bliylime egrisi grafiginde de goriildiigli gibi 17.saatten sonra 6liim

fazina giren hiicreler pargalanir. Seyreltme plak yonteminde gozle goriiliir bir sekilde
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azalma sz konusu iken absorbanstaki yiikselme bize hiicrede bulunan karatenoidlerin
hiicre digina ¢ikmasi serbest karotenoidlerin de absorbanstaki yiikselmeye sebebiyet

verdigi seklinde diisiindiirmektedir.
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