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OZET

Bu ¢alismada atik su aritma havuzlarindan alinan 6rneklerden 50 adet Pseudomonas
spp. izole edilmistir. Izolatlarin; koloni morfolojileri, gram boyama sonuglar1 ve VITEK
2 Compact 30 (biomerieux) cihazinda yapilan tiir tanimlamalar1 sonucunda 27 adet
Pseudomonas aeruginosa ve 23 adet Pseudomonas stutzeri olduklar tespit edilmistir.
Tanimlanan izolatlar 10 ppm Cr(VI), Cd(Il), Cu(Il) ve Mn(Il) konsantrasyonlarina
maruz birakilarak bu metallere karsi canliliklar1 tespit edilmis ve her metal igin
canliligmi en ¢ok koruyan izolatlar se¢ilmistir. Aym1 zamanda izolatlarin canlilik
degerlerine gore uygulanacak metallerin 4 farkli derisimi belirlenmistir. Buna gore
Cr(VI) igin S9, S17, S18, S24 ve S46 izolatlarinin canliliklarint en ¢ok koruduklari
tespit edilmis ve bu izolatlara uygulanacak Cr(VI) konsantrasyonlar1 5, 7,5, 10, 15 ppm
olarak belirlenmistir. S10, S23, S32, S44 ve S50 izolatlar1 Cd(II) i¢in en direncli olup
uygulanacak konsantrasyonlar 10, 20, 30, 40 ppm olarak belirlenmistir. Cu(II) igin S7,
S8, S25, S32 ve S45 direngli izolatlar secilerek uygulanacak konsantrasyonlar 10, 20,
40, 80 ppm belirlenmistir. Mn(II) metali i¢in ise S10, S29, S32, S44 ve S50 direncli
izolatlara uygulanacak Mn(II) konsantrasyonlar1 100, 200, 300, 400 ppm olarak
belirlenmistir. Secilen izolatlara belirlenen metal konsantrasyonlar1 verilerek ylizde
Olim degerleri tespit edilmis ve LCso degerleri hesaplanmistir. Buna gore en direngli
izolatlar Cr(VI) metalinde S24, Cd(Il) metainde S32, Cu(ll) metalinde S8 ve Mn(Il)
metalinde S37 oldugu tespit edilmistir. 50 adet izolatin metale maruz birakilmadan

ekzopolisakkarit (EPS)’ leri elde edilmistir. Buna gore en yliksek EPS miktar
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Pseudomonas aeruginosa S20 (52,03 mg/L) ve Pseudomonas stutzeri S39 (52,03 mg/L)
izolatlarinda, en disiik EPS miktar1 ise Pseudomonas stutzeri S25 (17,81 mg/L) ve
Pseudomonas stutzeri S45 (17,18 mg/L) izolatlarinda oldugu goriilmiistiir. Her metal
icin secilen izolatlar, belirlenen konsantrasyonlarda metale maruz birakilarak EPS
izolasyonu gerceklestrilmistir. 15 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda en yiiksek EPS
uretiminin Pseudomonas stutzeri S46 izolatinda (74,68 mg/L), en diisiik EPS iiretiminin
ise Pseudomonas stutzeri S18 izolatinda oldugu (39,37 mg/L) tespit edilmistir. 40 ppm
Cd(Il) konsantrasyonunda en yiksek EPS dretiminin Pseudomonas stutzeri S23
izolatinda (60,93 mg/L), en diisiik EPS {iretiminin ise Pseudomonas aeruginosa S10
izolatinda oldugu (40,93 mg/L) belirlenmistir. 80 ppm Cu(Il) konsantrasyonunda en
yuksek EPS Uretiminin Psedomonas stutzeri S45 izolatinda (74,06 mg/L), en diisiik EPS
Uretiminin ise Pseudomonas aeruginosa S8 izolatinda oldugu (28,28 mg/L)
goriilmistiir. 400 ppm Mn(Il) konsantrasyonunda en yiiksek EPS iiretiminin
Pseudomonas stutzeri S44 izolatinda (46,40 mg/L), en diisiik EPS iiretiminin ise
Pseudomonas stutzeri S50 izolatinda oldugu (26,56 mg/L) tespit edilmistir. Sonug
olarak artan metal dozlarina maruz kalan Pseudomonas spp. izolatlarinin iirettikleri EPS
miktarlarinda da artis oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile atik sulardan izole edilen
Pseudomonas spp. izolatlarinin bazi agir metallerin EPS iiretimine etkisi biyoteknolojik

acidan vurgulanmustir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Agir metal,
Ekzopolisakkarit.

Tez danismani: Dog. Dr. Sahlan OZTURK

Sayfa adedi: 82
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ABSTRACT

In this study, 50 Pseudomonas spp. have been isolated from the instances of waste
water purification pool. 27 Pseudomonas aeruginosa and 23 Pseudomonas stutzeri
strains were detected according to colony morphologies, gram staining and type
definitions that have been made in the vitek 2 compact 30 (biomerieux) device.
Identified isolates were exposed by 10 ppm Cr(VI), Cd(Il), Cu(ll) and Mn(Il)
concentrations and detected their viabilities against these metals and by this way
determined the most resistant isolates for each metal. Also, four different concentrations
of these metals were determined according to viability of isolates. It was determined S9,
S17, S18, S24 and S46 isolates protect their viability and concentrations of Cr(VI) were
as 5, 7, 5, 10, 15 ppm. S10, S23, S32, S44 and S50 isolates were the most resistant
isolates to 10, 20, 30, 40 ppm concentrations of Cd(ll). S7, S8, S25, S32 and S45
isolates were selected based on resistance to 10, 20, 40, 80 ppm concentrations of
Cu(Il). Mn(11) concentrations were determined as 100, 200, 300, 400 ppm for S10, S29,
S32, S44 and S50 resistant isolates. % death volues of isolates were determined by
treated with metal concentrations and LCso values of metals were calculated.
Accordingly, the most resistive isolate in Cr(VI1) metal is S24, in Cd(l1) is S32, in Cu(ll)
is S8 and in Mn(Il) metal is S37. It has been obtained exopolisaccharides (EPS) of the

50 isolates without exposing them to the metal. Accordingly, it has been found that the
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highest amount of EPS is in Pseudomonas aeruginosa S20 (52,03 mg/L) and in
Pseudomonas stutzeri S39 (52,03 mg/L) isolates, the lowest amount of EPS is in
Pseudomonas stutzeri S25 (17,81 mg/L) and in Pseudomonas stutzeri S45 (17,18 mg/L)
isolates. Isolates selected for each metal by exposing them to the specified
concentrations, EPS isolation has been carried out. In 15 ppm Cr(VI) concentration it
has been found that the Pseudomonas stutzeri of the highest EPS production is in S46
isolates (74,68 mg/L) while the lowest Pseudomonas stutzeri is in S18 (39,37 mg/L). In
40 ppm Cd(lIl) concentration; the Pseudomonas stutzeri of the highest EPS production is
in S23 (60,93 mg/L), while the lowest EPS production is in Pseudomonas aeruginosa
S10 isolates (40,93 mg/L). In 80 ppm Cu(ll) concentration, the Pseudomonas stutzeri of
the highest EPS production is in S45 isolate (76,06 mg/L) while the lowest EPS
production is in Pseudomonas aeruginosa S8 isolates (28,28 mg/L). In 400 ppm Mn (1)
concentration, the Pseudomonas stutzeri of the highest EPS production is in S44 isolates
(46,40 mg/L), while the Pseudomonas stutzeri of the lowest EPS production is in S50
isolates (26,56 mg/L). As a result, exposed to increasing metal dose of Pseudomonas
spp., the amount of EPS produced by the isolates has been found to be increased. By
this study it has been expressed the effect of some heavy metals of Pseudomonas spp
isolates, which have been isolated from wastewater, to the EPS production in terms of
biotechnology.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Heavy metal,
Exopolysaccharide.

Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sahlan OZTURK
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1.BOLUM
GIRIS
Cevre kirliligi glinlimiizde, gelecegimizi tehdit eden en biiyiik tehlikelerden birini
olusturmaktadir. Su kirliligi ise cevre kirliliginin 6nemli bir kismini olusturan ve
hayatimizi tehdit eden etmenlerden biri olarak goriilmektedir. Sanayilesme ve
kentlesmenin biiylimesi ile birlikte, atik sularin temizlenmesiyle ilgili ¢alismalar da
artmaktadir. Dogada kendi kendini temizleme olarak bilinen siire¢ artik atik suyun
yeniden kendini temizlemesini saglamada yetersiz kalmakta ve dolayisi ile atik sularin

arittiminda yeni teknolojilerin olusturulmasi ve gelistirilmesiyle ilgili ¢alismalar giderek

onem kazanmaktadir.

Agir metal iyonlar1 teknolojik 6neme sahip olduklar1 i¢in ¢esitli endiistrilerde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Atik sularda mevcut agir metal iyonlar1 (krom, bakir,
mangan, kadmiyum, kursun, ¢inko, nikel, civa, demir, giimiis, altin, kobalt vs.) suda
yasayan canlilar {izerine toksik etki yapmaktadirlar. Agir metallerin zehirleyici
Ozelliklerinden dolay1 ekosistemi kirletmeleri insan sagligini da ileri derecede tehlikeye
sokmaktadir. Bu nedenle atik sular cevreye verilmeden once aritilarak cesitli su

standartlarina gore izin verilen kirlilik degerlerinin altina diistiriilmesi gerekmektedir.

Agir metaller biyobirikime sebep olduklari i¢in tehlikelidir. Agir metal bilesiklerinin
viicuda alinmalar1 ve depolanmasi, metabolize edilmelerinden veya atilmalarindan daha
hizl1 olmaktadir. Bu tiir atik sularin arittiminda kullanilan klasik yontemler (ozonlama,
kimyasal ¢oktiirme, adsorpsiyon, iyon degisimi, koagulasyon-flokiilasyon vb.) yatirim
ve isletme maliyetlerinin yiiksekligi, aritma sonrasinda yeni kirleticilerin olugsmas1 gibi
nedenlerden dolay: pratik ve ekonomik olmamaktadir. Bu amagla atik sulardaki agir
metal iyonlarinin ekonomik olarak giderimi ve kazaniminda mikroorganizmalarin
kullanilmast miimkiin olmaktadir. Yasayan veya yasamayan mikroorganizmalar segici
olarak atik sulardaki inorganik iyonlar1 biriktirme ve ayirmada yliksek bir potansiyele

sahiptirler [1].

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki arastirmalar mikroorganizmalar yardimi ile
sulardaki atik maddelerin pargalamasi ve yeni iriinlerin elde edilmesi esasina
dayanmaktadir. Boylece hem ¢evre kirliligi azaltilmis olacak hem de insanlarin yasami
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icin yararlt irilinlerin elde edilmesi saglanacaktir. S6z konusu atik maddelerin ham
madde olarak kullanimi sonucu mikrobiyal yolla elde edilen biyoteknolojik iirtinler
mikrobiyal polisakkaritler, pigmentler ve biyosirfektanlar (biyo-yuzey aktif maddeler)
olmak {iizere siralanabilmektedir [2, 3, 4]. Dogada bircok mikroorganizma, 6zelliklede
Pseudomonas cinsi iiyeleri, ireme ve ¢ogalmak i¢in farkli karbon kaynaklar1 kullanarak
ikincil ~(sekonder) metabolitler (ekzopolisakkarit, piyosiyanin ve ramnolipid)

sentezlemektedirler [4-10].

Atik sularda yaygin olarak bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin, 6zellikle cevre
kirliligi bakimindan ciddi risk olusturan kirletici faktorleri onemli oranda degredasyon
kabiliyeti gostererek sularin dogal yolla temizlenmesinde rol oynamasi sebebiyle ¢evre
biyoteknolojisine yonelik caligsmalarda tercih edilmektedir. Ancak bu 6zelliginin yani
sira bu bakteriler tarafindan birgok alanda 6nemli olan biyoteknolojik metabolitlerin
Uretimininde biyoteknoloji alanindaki arastirmalara yeni bir boyut getirecegi
disiiniilmektedir. Bu ¢alismada, atik su orneklerinden izole edilen Pseudomonas spp.
suslar1 kullanilarak bu suslarin gesitli ¢evrelerde diger mikroorganizmalara nazaran
canli kalabilme sansini artiran ve onlari {istiin kilan ayrica atik sularin temizlenmesinde
etkili olan ekzopolisakkarit metabolitlerini, atik sularda siklikla goriilen agir metallerin

(krom, kadmiyum, bakir ve mangan) varliginda iiretim yetenekleri aragtirilmistir.

Giliniimiizde mikroorganizmalarin giderdigi agir metal kadar, nasil giderdigi de 6nem
kazanmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda EPS’ nin metal direncine etkisi ve endiistiriyel
acidan bu metabolitin biyoteknolojik olarak {iretiminin artirilmasi ile iilke ekonomisine

katki saglayacag diistiniilmektedir.



2.BOLUM
GENEL BIiLGILER
2.1. Atik Sular

Atik su; endiistride, tarimda ve kentlerde kullanildiktan sonra akarsu, deniz ve gollere
atilan sulara denilmektedir. Su kirliligi ise su ortamimin dogal dengesinin bozulmasi
olarak agiklanmaktadir. Su kirliligi, ayn1 zamanda alic1 ortam su kaynaginin kimyasal,
fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve ekolojik 6zelliklerinin olumsuz etkilenmesi ile
biyolojik kaynaklarda, insan sagliginda, su kalitesinde ve suyun diger amagclarda
kullanilmasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde veya enerji atiklarinin

bosaltilmasi olarak da agiklanabilmektedir [11-13].

Sular; fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere ii¢ sekilde kirlenebilmektedir. Renk,
koku, tat, sicaklik, saflik vs. gibi suyun fiziksel 6zelliklerinin degismesi fiziksel kirlilige
neden olmaktadir. Suyun sicakliginin degismesi, gazlarin sudaki ¢dziiniirliigiini
degistirmekte olup ayrica, suyun yogunlugu, viskozitesi, ylizey gerilimi sicaklikla
degismektedir. Tat ve koku suyun estetik degerini etkilemektedir. Bulaniklik ve renk ise
15181n suya sizmasini ve buna bagl olarak organizma gelisimini ve suyun estetik
Ozelliklerini degistirmektedir. S6z konusu bu oOzellikler su yasamina zararli etki
gostermekte ve diger kirleticilerin varliginin gostergeleri oldugu bilinmektedir [12, 14].
Suda bulunan inorganik atiklar ve agir metaller atik suda kimyasal kirlilikten
kaynaklanmaktadir. Fosfor, azot, agir metaller ve radyoaktif maddeler suyun tadini,
yogunlugunu, iletkenligini ve osmotik basincini degistirmektedir. Bu maddeler suyun
icerdigi ¢Oziinmiis oksijen derisimini diisirmektedir ve suda yasayan -canlilar

etkilemektedir.

Organik atiklarin etkisiyle yogun olarak iireyen bakteriler, kiifler ve algler de biyolojik
olarak suyun kirlenmesine neden olmaktadirlar. Ayni zamanda viriisler ve patojen

bakteriler de su ortaminda iireyerek insan sagligini etkilemektedir [15].

Sulardaki kirlilik dogal dengenin bozulmasina, sucul ekosistemlerin olumsuz yonde
etkilenmesine ve suyun kendi kendini temizleme kapasitesinin azalmasina ve ya yok

olmasia sebep olmaktadir. Su kirliligi sadece sular1 degil hava ve toprak gibi diger



ekosistemleri de olumsuz yonde etkileyerek dogal dengenin bozulmasma yol

agmaktadir [16].

Diinyada ve Tirkiye’de su kirliliginin 6nlenmesi, su kaynaklar1 potansiyelinin
korunmasi1 ve dogru kullanimi i¢in gerekli hukuki ve teknik esaslari ortaya koyan
kriterler bulunmaktadir. Bir¢ok element ve bilesik belirli oranlarin iizerinde
bulundugunda toksik etki gosterir ve bu da ortamin dogal dengesinin bozulmasina
neden olmaktadir. Tiirk Standartlar1 (TSE 266), Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve ABD
Cevre koruma ajansi (EPA)’ na gore su kalitesi kriterleri Tablo 2.1° de verilmistir. Atik
sularin atik su altyap1 tesislerine desarjinda 6ngoriilen atik su standartlar1 Tablo 2.2° de

verilmigtir.

Tablo 2.1. Tiirkiye’ de ve diinyada kabul edilen i¢gme suyu standartlar1 (2014’ te revize
edilmistir)

Tiirk Standartlari Diinya Saghk ABD Cevre Koruma
TSE 266 Orgutit WHO Ajans1 EPA

BERRAKLIK (NTU)

Bulaniklik 25 5 5

MIKROBiIYOLOJIK
PARAMETRELER

Koliform Bakteri <1 0 <1

ORGANIK  KIMYASAL
PARAMETRELER (mg/lt.)

Toplam Trihalometanlar 400 100

INORGANIK KIMYASAL




MADDELER (mg/lt.)

Alliminyum,Al 0,2 0,2 1
Arsenik, As 0,05 0,05 0,05
Baryum, Ba 0,3 1
Kadmiyum, Cd 0,01 0,01 0,01
Krom (Toplam) 0,05 0,05 0,05
Flortr, F 15 15 0,7-2,4
Kursun, Pb 0,05 0,05 0,05
Civa, Hg 0 0 0
Nitrat, NO3 50 50 45
Selenyum, Se 0,01 0,01
Glimiis, Ag 0,01 0,05
Antimon, Sh 0,01 0,01
Berilyum, Be 0
Asbest > 10 mikron 7 milyon lif/It.
RADYOLOJIK

PARAMETRELER

Gross Alfa 15
Gross Beta 50
ESTETIK

PARAMETRELER (mg/lt.)

Klorir, CI 600 250 250
Renk (Birim) 20 15 15




Bakir, Cu 3 1
Deterjanlar 0,2 0,5
Demir, Fe 0,2 0,3
Mangan, Mn 0,05 0,5 0,05
Koku Esik Degeri (Birim) 3
pH 6,5-9,2 6,5-8,8 6,5-8,5
Stlfat,S04 250 250 250
TDS 1500 1000 500
Cinko, Zn 5 5
ILAVE PARAMETRELER

(mg/It.)

Kalsiyum, Ca 200

Sertlik,CaCO3 500

Magnezyum, Mg 50

Potasyum, K 12

Sodyum, Na 175 200

Bakiye Klor 0,1-0,5 5

Amonyum, NH4 0,05-0,5 15




Tablo 2.2. Atik sularin atik su altyapi tesislerine desarjinda Ongoriilen atik su

standartlari.

KANALIZASYON KANALIZASYON  SISTEMLERI

PARAMETRE SISTEMLERI TAM ARITMA | DERIN DENIZ DESARJI ILE
ILE SONUCLANAN ATIK SU | SONUCLANAN ATIK SU
ALTYAPI TESISLERINDE ALTYAPI TESISLERINDE

Sicaklik (°C) 40 40

pH 6.5-10.0 6.0-10.0

Askida  katt  madde | 500 350

(mg/L)

Yag ve gres (mg/L) 250 50

Katran ve petrol kokenli

yaglar (mg/L) 50 10

Kimyasal oksijen ihtiyact

(KOI) (mg/L) 4000 600

Biyokimyasal ~ Oksijen | 400

Ihtiyac1 (BOIs) (mg/L)

Silfat (SO47) (mg/L) 1700 1700

Toplam sulfir (S) (mg/L) | 2 2

Fenol (mg/L) 20 10

Serbest klor (mg/L) 5 5

Toplam azot (N) (mg/L) | -@ 40

Toplam fosfor (P) (mg/L) | - @ 10

Arsenik (As) (mg/L) 3 10

Toplam siyanir (Toplam

CN") (mg/L) 10 10

Toplam kursun (Pb) | 3 3

(mg/L)

Toplam kadmiyum (Cd) 2 2

(mg/L)

Toplam  krom  (Cr) | 5 5

(mg/L)

Toplam civa (Hg) | 0.2 0.2

(mg/L)

Toplam  bakir  (Cu) | 2 2

(mg/L)

Toplam nikel (Ni) [ 5 5

(mg/L)

Toplam  ¢inko  (zZn) | 10 10

(mg/L)

Toplam  kalay (Sn) | 5 5

(mg/L)

Toplam gimiis (Ag) |5 5

(mg/L)

CI” (Kloriir) (mg/L) 10000 -

Metilen mavisi ile | Biyolojik olarak pargalanmasi Tiirk Standartlar1 Enstitlisii standartlarina

reaksiyon veren yizey | uygun olmayan maddelerin bosaltimi prensip olarak yasaktir.

aktif maddeleri(MBAS)

(mg/L)

a) Bu parametrelere atik su degerlendirilmesinde bakilmayacaktir.
b) Biinyesinde %2’den fazla inert KOI igeren ve toplam KOI degeri 5000 mg/L den fazla olan kuvvetli
organik atik sular icin KOI yerine BOI5 degeri esas alinir.



2.2. Agir Metaller

Yogunluklar1 5 g/cm® den bityiik olan metallere agir metal denilmektedir. Yogunluklar:
suyun yogunlugundan 5 kat daha fazla olup, dogada 21 metal olmayan, 16 hafif metal

ve 53 agir metal bulunmaktadir [17].

Yer kabugunun dogal bilesenlerinden olan metaller; erozyon, riizgar, maden
yataklarinin tasinmasi, orman yanginlar1 ve volkanik patlamalar gibi dogal olaylar ile
endiistriyel desarjlar, ¢op depo alanlarindaki sizintilar gibi c¢esitli insan aktiviteleri
sonucunda alict ortamlara girmektedir. Maden isletmeleri (¢inko, bakir, kursun, demir,
altin, krom, giimiis ve uranyum), metal (krom, bakir, ¢inko, demir-gelik vb.), metal
kaplama, seramik, fotografcilik, tekstil, kursun batarya, matbaacilik, elektrik-elektronik,
deri, kimya, boya ve otomotiv endiistrileri agir metal iceren atik su liretmektedir [18].
Agir metaller atik sularda biyolojik oksijen ihtiyact degerini diigiirerek, ortamin asidik
hale gelmesini saglamaktadir. Bu durum bu metallerle kirletilmis sularda yasayan ve bu
suyu kullanan canlilar i¢in ¢ok zehirli bir hale gelmektedir. Ayrica agir metaller, besin
yoluyla girdikleri canli biinyesinden dogal fizyolojik mekanizmalarla atilamadiklari igin
blinyede birikmektedir [19]. Bu birikime demir, bakir, nikel, arsenik, krom, kursun,
civa, kadmiyum, cinko gibi agir metal iyonlar1 ile radyoaktif elementler neden

olmaktadir [20-21].
2.2.1. Krom, kadmiyum, bakir ve mangan Kirliligi ve etkileri

Krom metalik gri renkte olup, sanayide sik¢a kullanilan ve kolayca kirilabilmektedir.
Erime noktas: 1900 °C, kaynama noktasi 2671 °C ve yogunlugu 7,1 g/cm® olan krom,
evsel atiklar ve sanayilerden toprak ve suya karigtigi zaman ¢evre agisindan ¢ok zararl
bir hal almaktadir [22]. EPA, WHO ve Avrupa standartlar1 dogal sularda maksimum 50
png/L Cr(VI)’ya izin vermektedirler [23]. Kromun yaygin olarak kullanildigi; tekstil
kumas boyasi, deri, metal kaplama vb. sanayilerinde krom igeren atik sular meydana
gelmektedir. Metal kaplama sanayisinde aritilma isleminden ge¢cmemis atik sular
yaklagik olarak 100 ppm Cr(VI) icermektedirler ve bu da izin verilen limit olan 0,05
ppm’den olduk¢a fazla oldugu icin ¢evre agisindan tehlikeli olmaktadir [24-26]. Kagit
endiistrisi ¢ikis sularinda ise yaklasik 80 ppm civarinda krom atik olarak ortama

birakilmaktadir [27].



Cr(VI)’nin metabolizmadaki birikimi kansere yol agmakta ve genetik deformasyonlara
sebebiyet vermektedir [26]. Krom insanlar tarafindan yeme, igme, soluma ve deri temasi
ile alinabilmektedir. Cr(VI) solunum problemleri, deri kizarikliklari, mide kanseri ve
iilser, bobrek ve karacigerlerde tahribat, immiin sistemde zayiflama, akciger kanseri,
genetik materyalin degismesi gibi saglik problemlerine, daha ileriki safhalarda ise

Oliime neden olmaktadir [28].

Kadmiyum(Il) genellikle ¢inko ile kombine haldedir ve yerytziinin hemen hemen her
yerinde bulunmaktadir. Erime noktas1 321 °C, kaynama noktas1 767 °C ve yogunlugu
8,64 glcm3 olan kadmiyum, giibre ve pestisitte bol miktarda bulundugu i¢in en ¢ok
topraga karigmaktadir [22]. Sularda meydana gelen kadmiyum kirliligi ise sanayi
atiklarindan kaynaklanmaktadir. Havada maksimum konsantrasyonu 0,1 mg/m3, suda

ise maksimum konsantrasyonu 0,01 ppm’ e izin verilmektedir [29].

Insanlar Cd(I)’u genelde besinler vasitasi ile almakta ve kadmiyum miktar1 yiiksek
besinler tiiketildiginde viicutta birikimlere neden olmaktadir. Midye, ahtapot, yosun,
kakao, mantar ve karaciger gibi besinler yiiksek miktarda Cd(II) igerebilmektedir.
Cd(I1) kemik erimesi (ltai-itai sendromu), tireme bozukluklari ve kisirlik, ishal ve mide
bulantisi, bagisiklik sisteminde zayiflama, merkezi sinir sistemi bozukluklari, bobrek
hastaliklar1 (Fanconi sendromu), DNA’ da hasar ve kanser gibi saglik problemlerine

neden olmaktadir [28].

Tarimsal kesimlerde havadaki ortalama bakir konsantrasyonu 5-50 ng/m3 iken tatl1 suda
1-20 pg/L ve endiistriyel kirletilmemis bolgelerdeki bakir konsantrasyonu ise 0,15 pg/L
olmaktadir. Bakir, dogal sularin pH degerine bagl olarak ¢oziiniirliik sinirindaki azalma
sonucu sularin dibinde ¢okelmekte ve dogal yeralt1 tath sularin ¢okeleklerinde yaklasik
16-5000 mg/kg (kuru agirlik) arasinda ve deniz dibinde yaklasik 2-740 mg/kg (kuru
agirlik) bulunmaktadir. Kirletilmemis toprakta ise bakir konsantrasyonu yaklasik 30
mg/kg (smir degeri 2-25 mg/kg) seviyelerinde olmaktadir [30]. Bakir isletme endiistrisi
atik sularindaki Cu(Il) kirliligi 400 mg/L’ye kadar ¢ikmaktadir. Bu deger su-nitelik
standartlarina gore fazlasiyla yliksek gelmektedir [31]. Bakirin en 6nemli 6zelliklerinin
arasinda asinma ve korozyon direnci, yiiksek elektrik ve 1s1 iletkenligi, ¢ekilebilme ve

doviilebilme ozellikleri sayilabilmektedir. Ayrica alagimlari ¢ok ¢esitli olup endiistride



(basingl sistemler, borular, vanalar, otomotiv, elektrik santralleri ve elektrik-elektronik

vb.) degisik amagh kullanilmaktadir [30].

Genelde yiyecek ve igeceklere kazayla bakir ihtiva eden maddelerin karigmasiyla veya
kasten bakir tuzlarinin yutulmasi sonucu zehirlenme gergeklesmekte ve bu hastalik
bakir c¢aligi olarak bilinmektedir. Cu(Il) tuzlariyla akut zehirlenmeler, endiistriyel
atiklarin ya da bakir tuzlarinin 6zellikle CuSO, (bakir siilfat)’ iin oral yolla alinmasiyla
bazen Oliimle sonuglanmaktadir. Viicutta biriken asir1 bakir, karacigerde tahribata
sebebiyet vermektedir. Bakir karbonat, kiiciik bakir tanecikleri ya da bakir tozlarina
maruz kalindiginda mide bulantisi, zayiflik ve siddetli aksirmaya neden olmaktadir.
Ayrica karin agrisi, kusma, bitkinlik, sarilik, kansizlik, soluma zorlugu gibi etkilerde
gozlenebilmektedir. Viicutta bakir birikmesi sonucu Wilson hastaligi meydana gelmekte
ve ayrica kronik olarak bakira maruz kalmada ise akciger kanseri tespit edilmektedir.
Yiiksek konsantrasyonda bakir, balik ve diger sucul canlilarin bébrek ve karaciger gibi

organlari etkilemekte ve sinir sisteminde hasara yol agmaktadir [30-32].

Mangan yer kabugunda bol miktarda bulunmaktadir. Dogada cesitli oksidasyon
kademelerinde bulunmakta olup II ve IV degerlikli oksidasyon kademeleri dogal sularda
bliylik 6neme sahip olmaktadir [33]. Dogal su pH’ inda, oksijen mevcudiyetinde
Mn(IV) formu mevcut iken, indirgeyici ortamda Mn(II) bulunmaktadir [34]. Mangan
icme suyu icerisinde estetik problemlere neden olmaktadir. Bu yiizden mangan
konsantrasyonunun 0,05 mg/L (50 pg/L)’ nin altinda olmas1 istenmektedir. Musluk
sularinda manganin 0,05 mg/L’ nin {izerindeki derisimlerinde tat, koku ve renk olarak
hissedilebilir seviyelerde oldugu goriilmektedir. Plastik, deri, kagit, dokuma, buz ve
icecek gibi endiistrilerde kullanilan sularda manganin konsantrasyonlarinin yiiksek
olmasi, lriinlerin goriinlisiinii ve rengini bozmaktadir. Gida sanayisinde ise, liriliniin
tadinin bozulmasima ve renginin degismesine neden olmaktadir. Igme-kullanma suyu
kaynaklarinda mangan metalinin bulunmasi olumsuz sonuglar olusturmaktadir. Yiiksek
konsantrasyonda mangan iceren sularin kullanimi; mangan oksit ile kaplanmis borular,
temizlenme gereksini olan su 1siticilar1 ve asir1 dozda deterjan kullanimu ile ilgili gesitli

sikayetlere sebebiyet vermektedir [35].
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2.2.2. Atik sulardan agir metallerin giderimi

Atik sulardan agir metallerin giderilebilmesi i¢in birgok farkli yontem kullanilmaktadir.
Bu alanda en ¢ok kimyasal ¢oktiirme, iyon degisimi, kimyasal oksidasyon ve indirgeme,
elektrokimyasal uygulama, filtrasyon ve ters ozmoz uygulanmaktadir. Bu klasik
yontemlerin kullanimi aktif ¢camurlarda yogun toksik bilesikler meydana getirerek
aritim1 daha da zor hale getirmekte ve maliyeti artirmaktadir [36]. Ayrica bu yontemler
fazla maliyetli olmasindan dolayr yiiksek metal konsantrasyonlarin gideriminde
kullanilirken,  diisik  konsantrasyonlu  (1-100 ppm) metal  kirliliginde
kullanilamamaktadir [37]. Bu nedenle endiistriyel atik sulardan agir metal gideriminde
biyolojik sistemlerin kullanilmasina yonelik biyoteknolojik uygulamalar 6n plana
cikmaktadir. Agir metallerin gideriminde bir¢ok mikroorganizmanin canli, 6lii ve
tutuklanmis hiicreleri denenerek, alinimin en yiiksek oldugu pH ve sicaklik gibi ¢evresel

sartlar arastirilmaktadir.
2.3. Mikroorganizma-Metal Tliskisi

Mikroorganizmalar metali tamamen parcalayamamakta, ancak baska bir forma
dontstiirerek toksik etkilerini azaltmakta veya tamamen kaybetmektedirler. Biyolojik
olarak mikroorganizmalar ile agir metal giderimi; metal iyonlarinin hiicre i¢ine alinmasi
(biyobirikim), agir metalin mikroorganizmanin yiizeyine tutunmasi (biyosorpsiyon,
adsorpsiyon) ve metallerin mikroorganizma tarafindan salgilanan biyolojik ajanlarla

kimyasal doniistimii seklinde tanimlanmaktadir [38].

Mikroorganizmalarla agir metal giderimi metabolizmadan bagimsiz olarak ve/veya

metabolizmaya baglh gerceklesmektedir (Sekil 2.1) [39].
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(A)
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Mekanizmasi
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\

Metabolizmaya Metabolizmadan
Bagh Bagimsiz

N e v N

Hiicre Zarmdan Coktiirme Fiziksel Iyon Kompleks
Gecis Adsorpsivon Degisimi Olusturma
(B)
Metal Alinim
Mekanizmasi
Hiicre Ici Birikim Hiicre Yiizeyine Hiicre Dis1 Birikim ve
Adsorpsivon Coktiirme
Hiicre Iyon Degisimi Kompleks Fiziksel Coktiirme
Zarmdan Olusturma Adsorpsiyon
Gecis

Sekil 2.1. Metal alinim mekanizmalari. (A) Hiicre metabolizmasina gore siniflandirma.
(B) Metal gideriminin meydana geldigi yere gore siniflandirma [30].

2.4. Mikroorganizmalarla Agir Metal Giderimi

Mikroorganizmalarla agir metal giderimi bir¢ok arastirmaciya gore iki asamada

gerceklesmektedir.

Birinci asama: Pasif alim (fiziksel adsorpsiyon ya da hiicre yiizeyinde iyon degisikligi)
olarak tanimlanmaktadir. Hizli bir reaksiyon olmaktadir ve mikroorganizma ile metal

iyonlarinin temasindan ¢ok kisa bir silire sonra gergeklesmektedir. Hiicre ylizeyine
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metallerin baglanmas: fizikokimyasal bir reaksiyon olup, hiicre yilizeyinin yapisi ile
yakindan iligkili olmaktadir. Her bir mikroorganizmanin biyosorpsiyondaki etkinligi
mikroorganizmanin hiicre duvarinin kompozisyonuna ve mikroorganizma tiiriine gore
biiyiik farkliliklar gdstermektedir. Birgok mikroorganizmanin hiicre yiizeyi lipit, protein
ve polisakkarit icermektedir. Ayrica hiicre yilizeyindeki karboksil, hidroksil, amino,
stlfat, sulfidril, fosfat ve tiyol gruplar1 da metal baglama 06zellikleri nedeniyle
biyosorpsiyonu desteklemektedir [41].

Ikinci asama: Aktif alinim olarak tanimlanmakta olup metabolizmaya baglh ve daha
yavas gerceklesmektedir. Bu asamada metal iyonlar1 hiicre zarindan stoplazma igerisine
taginmaktadir [42]. Metaller stoplazma igerisine tasinirken, birgcok mikroorganizmanin
metal baglayici proteinler sentezledikleri rapor edilmektedir. Metal baglayic1 6zellige
sahip olan diisiik molekiiler agirlikli (6-7 kDa) bu proteinlere metallotiyoninler (MT)
ad1 verilmekte ve agir metallerin detoksifikasyonunda gorev aldiklar1 diistiniilmektedir
[43-44]. Metallotiyoninler yiiksek miktarda sistein aminoasiti igeren siilfidril gruplar
ihtiva etmektedirler [45]. Yapisal olarak MT zinciri Cys-X-Cys, Cys-Y-Cys veya Cys-
X-Y-Cys seklinde olup, X ve Y sistein disindaki aminoasitleri temsil etmektedir [46].

Prokaryot hiicrelerde, normal hiicre metabolizmasi i¢in gerekli olan kritik seviyelerin
istiinde veya altindaki metal iyonu konsantrasyonlarini algilayan ve metallerin islevini
diizenleyen (metalloregulatory) proteinler gorev almaktadir. Panella (2005)° e gore,

prokaryotik metal diizenleyici proteinler 5 alt gruba ayrilmaktadir (tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Prokaryotlarda metal diizenleyici protein gruplar1 [37]. ® Her bir protein
grubunun kristal yapisin1 gostermektedir. Yesil, sar1 ve kirmizi renkli
protein yapiya bagli metal iyonlarini ifade etmektedir

Ormek Protein ve Proteinin | Proteinin Yapist®

Bagladiz Metal Gruplan

ArsR (As, Ab)
CadC (Cd,Pb)
CzrA, SmtB (Zn)
NmtR (Ni)

DR iFe)
IdeR (Fe)

MntR (Mn)

Fur (Fe)
Zur (Zn)

CueR (Cu)
MerR (Hg)
PbrR (Pb)

ZntR (Zn)

NikR (Ni)
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Siyanobakteriler ile sulardaki Zn** giderimi iizerinde yapilan calismalarda, giderimin
hiicredeki metallothionein proteinleri ve polifosfat rezervleri vasitasi ile yapildigi

belirlenmistir [48-49].

Agir metallerin gideriminde 6nemli ve etkili mikroorganizma metabolitlerinden bir
digeri de ekzopolisakkaritlerdir. Baz1 prokaryot (bakteriler, arkeler ve siyanobakteriler)
ve Okaryot (funguslar ve yesil algler) mikroorganizmalar glukoprotein, polisakkarit,
lipopolisakkarit ~ ve  peptid  yapida  ekzopolisakkaritler  iiretmektedirler.
Ekzopolisakkaritler (EPS) olumsuz ¢evre sartlarina maruz kaldiklarinda bakteriler
tarafindan iiretilen metabolik trtinlerdir [50-51]. EPS genellikle polisakkaritler, nikleik
asitler, proteinler, uronik asit ve lipitlerden meydana gelir ve sulfidril karboksil, amin,
fosforik ve hidroksil  gruplarmi  ihtiva etmektedir [52-54].  Mikrobiyal
ekzopolisakkaritler simbiyoz ve biyofilm olusturma ve fagositozdan korunma gibi
gorevlerin yam sira stres sartlarina direnclilik saglamaktadir [55]. Yapilan bircok
aragtirmada agir metale maruz kalan hiicrelerin ekzopolisakkarit miktarlarinin da arttig

gozlemlenmistir [56-60].
2.5. Mikrobiyal Ekzopolisakkaritler
2.5.1. Genel ozellikler

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler (EPS), suda ¢ozllebilen, iyonik veya iyonik olmayan
biyopolimer 06zelliklerine sahip olmaktadir [61]. EPS, diz veya dallanmis
monosakkaritlerin glikozidik bag ile baglanmasi sonucu olusan, yiiksek molekiil
agirligina sahip polimerlerdir. Ekzopolisakkariti olusturan monosakkaritler cogunlukla

heksozlardir ancak pentozlar da ekzopolisakkarit yapisinda bulunabilmektedir [62-64].

EPS, yiiksek molekiiler agirlikli polisakkaritler, protein, humik asit, lipid, DNA, ntikleik
asit, fosfolipid ve diger polimerik bilesiklerden olusmaktadir [65-66]. Bu nedenle
stiksinil, asetil veya parivil gibi organik fonksiyonel gruplar ve siilfat gibi bazi
inorganik bilesenlerden olusmaktadir [65]. EPS normalde diisiik miktarda DNA
icermekte ve bu DNA da o6li hiicrelerden lizis sonrasit gelen DNA olmaktadir. Ancak
yiksek miktardaki DNA zorlu ekstraksiyon metodundan dolayr hiicrelerin lize
oldugunun gostergesi olabilmektedir [67].

15



Bircok maya turleri ve bakteriler mikrobiyal EPS Uretmektedir [68]. EPS Ureten
mikroorganizmalar kat1 yiizeylerde kolonilerin mukoid goriiniisii ile belirlenebilmekte,

s1v1 besiyerinde ise oldukga viskoz bir ortam olusturmaktadirlar [61].

EPS, homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olmak (zere iki grupta
siniflandirilmaktadir. Homopolisakkaritler, 3 veya daha fazla monosakkaritten
olugmakta, ancak heteropolisakkaritler farkli monosakkaritlerin birlesmesiyle
olusmaktadir [69]. Levan ve dekstran gibi homopolisakkaritler tek tip monosakkaritten
olusmaktadir. Jellan veya ksantan gibi heteropolisakkaritler ise birkag c¢esit
monosakkaritten olusmakta ve kompleks bir yapiya sahip olmaktadirlar.
Heteropolisakkaritler ¢ogunlukla hiicre igerisinde sentezlenirler ve bakteriyel EPS

grubunun 6nemli bir kismin1 olusturmaktadirlar [70].

Homopolisakkaritler 3 farkli tiire ayrilmaktadir. Bunlardan ilki tek tip baglardan olusur
ve diiz notral homopolisakkaritlerdir. Bu gruptan ayr1 olarak agil gruplar igeren
polianyonik homopolimerler mevcut olmaktadir [61]. Ugiincii tiir ise daha kompleks
yapidaki nadir rastlanan sikleroglukan tipindeki tiirlerdir. Bu tiir homopolisakkaritler,
tekrarlayan 1,6-a-Dglikozil yan zincirlerinden dolayi tetrasakkarit Unitelerine sahip
olmaktadir [71]. Homopolisakkaritlerin ¢cogu tek tip bag iceren, diiz, nétral glukanlar
olmakla birlikte heteropolisakkaritlerin tamami yapisindaki tiironik asitten dolay1

polianyonik 6zellik gostermektedirler [65].

Heteropolisakkaritler genellikle 1’ den 4’ ¢ kadar farkli uzunluklardaki sahip, kisa yan
zincirlerden meydana gelmektedir [62]. Heteropolisakkaritler D-galaktoz, D-glukoz, N-
asetilgalaktozamin, N-asetilglikozamin, L-ramnoz ve glukoronik asit iceren birimlerin

tekrarlanmasi ile meydana gelmektedir [72].

Mikrobiyal EPS’ ler hiicresel lokasyonlari, fiziksel ve kimyasal yapi1 ozellikleri ve
fonksiyonlar1 baz alinarak 3 ana simifa ayrilmaktadir. Hiicre duvarinin bileseni olan
lipopolisakkaritler, hiicre i¢i karbon ve enerji kaynagi gorevi goren sitozolik
polisakkaritler ve slim veya kapsiil formunda dis ortama salgilanan ekzopolisakkaritler

olarak ayrilmaktadir. Bunlardan ilk ikisi hiicrenin bir par¢asi olmaktadir [73].

EPS enerji kaynagi olarak katabolize edilmemekte, ancak EPS sentezi 6nemli Olglide

enerji gerektirmektedir. Bircok bakteri enerjisinin %70’den fazlasin1 EPS iiretiminde
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harcamaktadir [74-75]. Ekzopolisakkaritlerin baslica gorevi hiicreyi c¢evreden
korumaktir [70]. EPS, genetik bilginin korunmasi, enerji iiretimi ya da enerji
indirgenmesi, fosfat, protein ve silikon gibi makromolekiillerin depolanmasi, agir metal
ve antibakteriyel etkenler vb. tehlikeli ¢evresel faktorlere karsi savunma gibi 6nemli
roller listlenmektedir [76]. Hiicrenin EPS tabakasi ile ¢evrelenmesi hiicreyi protozon
istilasina ve kurumaya kars1 korumaktadir. Ayrica dis polisakkarit tabakasinin anyonik
yapist esansiyel mineral ve bilesenlerin korunmasina yardimci olmaktadir. EPS bazi
metalleri indirgemekte ve bu nedenle metal ve iyonlar1 selatlama giiciine sahip

olmaktadir [70].

EPS {iretimi 151k, basing ve sicaklik yogunlugu gibi g¢evresel baskilara direkt cevap
olmaktadir. EPS firetimi dis ¢evrede etkilesimde olunan mikroorganizma ile ¢evrenin
kat1 veya sivi olmasindan etkilenmektedir. Termofilik, asidofilik tiirler ve arkeler dahil
EPS ekstrem sartlara adapte olmaya yardim etmektedir [70]. Dogal ortaminda
ekzopolisakkarit farkli islevler gérmektedir. Ornegin viriilans faktorii ile baglantili
olabilmekte, hayvan veya bitki patojenitesinde etki gostermekte, bitki-mikroorganizma
interaksiyonu, kurumaya karsi ya da bakteriyofaj ve protozoa saldirilarina karsi
korumaktadir. Dogal ortamlarda da yapay ortamlarda da EPS biyofilm yapisinda 6nemli
yapisal rol oynamaktadir. Cogu mikrobiyal koloninin dogal ortaminda gesitli sayilarda
Okaryotik ve prokaryotik mikroorganizmalar kati-sivi fazlara baglanarak birlikte

gelismektedir [77].
2.5.2. EPS biyosentezi

EPS’ler, bakteri suslarinin c¢ogalma evresinde susa ve cogalma evresinin farkli
kademelerine bagli olarak degisen kosullarda sentezlenmektedir. Sentez olayr hiicre
disinda veya hiicre membraninda gergeklesebilmektedir [78]. Cogu EPS biyosentezi
bakteriyel hiicre duvar1 polimerleri, lipopolisakkarit ve peptidoglukan sentezine

benzemektedir [79].

EPS salgilanmas1 ‘Quorum sensing’ olarak adlandirilan ve bakteri yogunluguna bagh
olarak spesifik feromonlarin salgilanmasi ile baglamaktadir. Salgilanan feromonlar
biyofilm olusumu, antibiyotik {iiretimi, sporulasyon gibi biyokimyasal olaylari

baglatmaktadir [80].
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EPS’lerin biyosentezi, bircok bakteri susu i¢in 6nemli bir 6zellik olmaktadir. Sentez i¢in
farkli enzimlerin varligina gereksinim olmakta ve EPS biyosentezinde rol oynayan
enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaritlerin sentezinde de yer almaktadir [81]. Cogu
bakteriyel ekzopolisakkarit hiicre iginde sentezlenmekte ve hiicre disina makro molekiil
olarak salgilanmaktadir. Ancak bunun disinda dekstran ve levan gibi birkag istisna
mevcuttur. Bu istisna ekzopolisakkarit sentezi ve polimerizasyonu ise hiicre disinda
meydana gelmektedir. Salgilanan enzimler hiicre disinda substratt polimere
doniistiirmektedir [82]. EPS’lerin olusumunda glukozil-transferaz, UDP-glukoz-
dehidrogenaz, galaktozil-transferaz 1, 2 ve polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgi

olmayan bir¢ok enzim gdrev almaktadir [83].

Bakteriyel biyosentetik yolu; substrat alimi, polisakkarit sentezi ve merkezi metabolit
yolundan olusmaktadir. Substrat tipine bagl olarak aktif ve pasif tagima sistemi ile
hiicreye alinmaktadir. Ardindan substrat hiicre i¢i fosforilasyonla katabolize edilmekte
veya substrat tasinmakta ve oksidatif periplazmik yol boyunca okside edilebilmektedir
[82]. Periplazmik oksidatif yol sadece bazi bakterilerde olmakla birlikte hiicre ici
fosforilasyon yolu ¢ogu bakteride bulunmaktadir. [82].

Ekzopolisakkarit sentezi nikleozid difosfat sekerlerini i¢eren intraseliiler bir prosestir
[79]. Genellikle kromozomlara lokalize olmus gen veya genler tarafindan kontrol
edilmekte fakat bazi bakteri tiirlerinde kromozom ve megaplazmid olmak iizere iki
farkli yolla kontrol edilmektedir [73]. Uretilen polimerin yapisina gore 12-17 kb
biiyiikliigiinde gen sekansina ihtiya¢c duyulmaktadir. Farkli polisakkarit sentez sistemleri
arasinda fazlasiyla benzerlik oldugu bulunmaktadir. Ancak ekstraksiyon ve

polimerizasyon mekanizmasi hakkinda yeterli bilgi mevcut olmamaktadir [79].

Cogu ekzopolisakkarit i¢in temel karbonhidrat yapisi gelisme kosullariyla énemli bir
degisim gostermez, fakat ikame gruplar genis dlclide degisebilmektedir. Bu sebeple de
polimer ozellikleri degisebilmektedir. Bircok ekzopolisakkarit lireten mikroorganizma
degisen miktarlarda hiicre i¢i depo iiriinleri biriktirebilmekte, bu nedenle
ekzopolisakkarit iiretim potansiyeli diismektedir. Ekzopolisakkarit sentezi {iremenin ilk

asamalarinda, lireme asamasinda ya da durgun fazda olabilmektedir [82].
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Bakteriyel ekzopolisakkarit tiretimini arttirmak amaciyla en ilgi ¢ekici ve umut verici
alan metabolik miihendisligidir. Bu alanda, iiretim reaksiyonu katalizleyen enzim
genlerinin gelistirilmesiyle saglanmaktadir. Ayn1 zamanda enzim aktivitesi veya gen
ekspresyonunu diizenleyen genlerin degistirilmesiyle saglanmaktadir. Biyosentetik
proses 3 farkli seviyede kontrol edilmektedir: seker niikleotid Onciilerinin sentezi,

tekrarlayan birimlerin birlestirilmesi, polimerizasyon ve disa salim [82].
2.5.3. EPS’ nin endustriyel 6nemi ve kullanim alanlari

Bircok mikroorganizma, ekstraseliiler polimerik araglarin biyosentezi tarafindan
fonksiyonel bir konsorsiyum olusturmakta ve biofilm olarak isimlendirilen EPS’ leri
sentezlemektedirler. Bu {iriin bakterilerin besleyiciler ile konuslanmis sert yiizeylere
tutunmalarin1 saglayan ve koloniler halinde biiylimelerine yardim eden yapilardir [84-
85]. Bu ekzopolisakkaritler ya bakteri yiizeyine tutulu olarak kalmakta ya da yapiskan
bir sekilde ekstraselliiler ortamlarda serbest olarak bulunmaktadirlar. Jel formasyonu
absorbsiyon, emulsiyon, flokulasyon, film formasyonu ve koruma gibi pek cok role

sahip bu polimerler biyolojik aktif biyofilm matriksinin yap1 materyalidir [86].

Ekzopolisakkaritler yeni islevsellikleri ile pek ¢ok ilging fiziki, kimyasal ve rehological
(maddenin sivi halindeki 6zellikleri) 6zelliklerinden dolay1 yeni biyomateryaller gibi
hareket ederler ve yapistirici, deterjan, tekstil, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol
tyilestirmeleri (NEOR), dere yatagi temizlemeleri, atik su iyilestirmeleri, mayalanma,
kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi olarak oldukca genis kullanim alanlarina
sahip olmaktadirlar [86-88]. Ayrica biyofilm o6zelligi gosteren ekzopolisakkaritler
bakteriyi antibiyotiklere ve deterjanlara karsi direngli hale getirmektedirler [89-93].
Biyofilm bakteriyi yalnizca yasayabilmesi i¢in dis ortamdan korumasi degil ayni
zamanda bakterinin genetik 6zelliklerinin korunmasinda ve genetik bilgi degisiminde de

daha iyi ortamlar hazirlamaktadir [94].

Ekzopolisakkaritler insanoglu iizerinde antiviriis, anti-timor ve ates diisiiriicii etmen
olarak ila¢ sanayisinde kaplama materyali olarak bir¢ok fizyolojik aktivitelere katkida
bulunmakta ayrica interferon, trombosit y1ginlar1 birikmesi ve faktor sentezlerini uyaran
koloniler igin tesvik edici olarak kullanilmaktadirlar [95]. 40.000-70.000 Da gibi diisiik

mol agirlikli olan EPS’ ler tipta en ¢ok kullanilanlardir. Dekstran-kalsiyum kompleksi
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hayvan beslemede hipokalsemi tedavisinde, dekstran-demir kompleksi anemi
vakalarinda kullanilmaktadir. Ag yapili sephadeks dekstranlar ise, biyolojik maddelerin

fonksiyonlarina ayrilmasinda ve saflastirma iglemlerinde kullanilmaktadir [96,97].

Yapilan caligmalar sonucunda ekzopolisakkaritlerin kolesterolii diisiirdiigii, bagirsak
florasini diizenledigi ve antiiilser aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir [98,99]. Aym

zamanda kimya alaninda inceltici olarak ekzopolisakkaritlerden yararlaniimaktadir

[100].

Ekzopolisakkarit iireten laktik asit bakterileri gida tirlinleri ve fermente siit iiriinlerinde
reolojik karakteristik saglamasi ve tekstiir 6zelligini gelistirmesi i¢in kullanilmaktadir,
ayni zamanda gida iriinlerinde kullanilan bu bakteriler genis cesitlilikte yapisal EPS

tiretirler ve bu {irlinler gida tirlinlerinde biokoyulastirici olarak kullanilmaktadir [101].

Yogun ¢alismalarin konusu olan ve giinlimiizde ticaret iirlinii olarak kullanilan farkli
polimerler sunlardir: Xanthomonas campestris tarafindan sentezlenen ksantan zamki,
Pseudomonas turleri ve Acetobacter chorococcum tarafindan sentezlenen alginatlar,
Streptococcusequii tarafindan sentezlenen hiyaluronik asit, Sphingomonas paucimobilis
tarafindan sentezlenen gellan, Acetobacter xylinium bakterisi tarafindan sentezlenen
bakteriyel seliilozlar ve Rhizobium tarafindan sentezlenen siiksinoglikan gibi iiriinler

yaygin bir kullanim alanina sahip olmaktadir [97,102].

Bakteriler haricinde bircok mantarda gelisimi boyunca glikoz ve ekstraseliiler
homopolimer sentezi yapmaktadir. Mantarlar tarafindan {iretilen bu polimerlerde
kozmetik, gida ve ecza endiistrilerinde ticari kullanim alanlar1 bulmaktadirlar. Ayrica 3
(1-23) ve B (123;1>6) mantarimsi glikan tiplerinin anti-inflomatuar, anti-timaor ve

immunodilasyon aktivitelerine sahip olduklar1 bilinmektedir [97,103,104].
2.5.4. EPS Ureten mikroorganizmalar

Son yillarda farkli mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin arastirmasina biiyiik 6nem verilmis,
mikroorganizmalarin ~ birgogunun  degisen kompozisyonlarda EPS direttikleri
belirlenmektedir. Tespit edilen ekzopolisakkaritlerin 6zellikleri arastirilmis ve elde
edilen bulgular sonucunda mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin, karbon kaynaklari igin

yarigan metabolitler olduklar1 belirlenmistir [78].
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EPS dreten birgok mikroorganizma izole edilmektedir. Bakteriler, arkeler, algler,
funguslar ve ¢ogunlukla mezofilik, halofilik ve termofilik gruplardan izole edilmektedir.
Mezofilik cinsler arasinda Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus brevi, Lactobacillus
helveticus, Bacillus spp., Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis ve
Streptococcus spp. turleri iyi derecede EPS Uretmektedirler [105]. Pesudomonas spp.,
Xanthomonas campestris, Acetobacter xylinium, Acetobacter chorococcum,
Streptococcus equii, Sphingomonas paucimobilis gibi tiirlerin ve diger pek ¢ok bitki
patojeni tiirin EPS drettikleri bildirilmektedir [78]. Diger potansiyel EPS ureticileri
arasinda Sinorhizobium spp., Aureobasidium spp., Acetobacter spp., Escherichia spp.
tiirleri sayilabilmektedir. Termofilik mikroorganizma tiirleri bakteri ve arke filumlarinda
bulunabilir ve ¢esitli ¢cevrelerden izole edilen termofilik tiirler EPS {iretme yeteneginde
olmaktadir. Termofilik arke tiirleri arasinda Sulfolobus ve Thermococcus
ekzopolisakkarit iiretir, ayrica Thermococcus litoralis ve Archaeoglobus fulgidus® un

biyofilm yapisinda 6nemli miktarlarda EPS ftirettigi bildirilmektedir [105].

EPS iireten halofilik arke tiirleri arasinda Halococcus, Haloferax, Haloarcula,
Halobacterium ve Natronococcus tiirleri bulunmaktadir. En ¢ok ve yaygin olarak EPS
ureten halofilik bakteri tirii Halomonas turudir. EPS Ureten Halomonas turleri 6nemli
miktarda Gronik asit ve yuksek sulfat tretmekte ve bu da jellesme Ozelligini
belirlemektedir [105].

Ekstremofilik mikroorganizmalar grubundan EPS dreticisi ekstremofiller izole
edilmekte ve optimize edilmis sartlarda tretilmekte, EPS’ lerin karakterizasyonu
yapilmaktadir. Bu mikroorganizmalara Alteromonas infernus, Alteromonas macleodii
spp. fijiensis, Thermotoga maritima ve Vibrio diabolicus gibi tirler drnek olarak
gosterilebilmektedir [71].

Rhizobium tiirlerinin iki farkli EPS iirettigi bilinmektedir. Bunlar siiksinoglukan (EPS 1)
ve galaktoglukan(EPS II) olarak isimlendirilmektedir. EPS | Uretilmekte fakat EPS 11

fosfat limitasyonu altinda iiretilmektedir [106].
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2.6. Pseudomonas Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Pseudomonas’ lar ¢omak seklinde bir yapiya sahiptir ve g¢ogu tiirii hareketlidir.
Hareketli olanlarda hareket lofotrik veya monotrik flagellerle olmaktadir.
Pseudomonas’ lar yesilimsi mavi bir pigmente sahiptirler. Kati ortamlarda 24 saatte
yaklasitk Smm c¢apta, konveks, aromatik kokulu ve tiire gore degisen Ozel renkte
koloniler olusturmaktadirlar. Pseudomonas’ larin literatiirde 84 tiirline rastlanmaktadir
ve timil gram negatiftir. Bu tiirlerin ¢ogu frorasan pigment sentezlemektedir ve bazi
tiirler bu sarimtirak yesil pigmente ek olarak diger renklerde bazi pigmentleride
sentezlemektedirler. Ornegin Pseudomonas aeruginosa ¢ozilebilen ve rengi mavi olan

bir pigment daha sentezlemektedir [107].

Pseudomonas genusu tiirleri katalaz pozitif olmakta, baz tiirleri insanlar, hayvanlar ve
bitkilerde patojen oOzelligi gostermektedir. Birgok tiir, smirli besin kosullarinda
gelistiginde biiyiik miktarlarda B-hidroksibitirat biriktirmektedirler. Pseudomonas
tiirlerinin hiicre duvarlar1 Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlarina benzemektedir.

Ancak kimyasal kompozisyonda bir¢ok dnemli farkliliklar bulunabilmektedir [107].

Pseudomonas tiirlerinin biiylik ¢ogunlugu kemoorganotrofik olup, bazilar1 fakiiltatif
kemolitotroftur, buna ek olarak H, ve CO;” i enerji kaynagl olarak
kullanabilmektedirler. Pseudomonas’ larin pek ¢ok tiirii amonyum iyonlar1 veya nitrat
ile tek karbon ve enerji kaynag1 olarak organik bir bilesik igeren mineral besiyerlerinde
gelisebilmektedir ve sadece birkag tiir ilave organik faktore ihtiyag duymaktadir.
Pseudomonas’ lar icin temel bir beslenme karakteristigi, tek bir karbon bilesigi igeren

cok basit bir mineral besiyerinde gelisme kapasitesidir [107].

Pseudomonas suslarinda siklikla bakteriosinler bulunmaktadir. Bakteriosinler,
bakterilerin suslar1 tarafindan tretilen ve aymi tiiriin diger suslar1 zerinde letal etki
gosteren proteinlerdir. Pek ¢cok Pseudomonas tiirii bir¢ok antibakteriyel ajana karsi
direnglilige sahip olup, antibiyotik ve ila¢ duyarlilig1 pratikte yeni tiirlerin taninmasinda
da 6nem arz etmektedir. Pseudomonas aeruginosa mikroskop goérintisi resim 2.1 de

verilmistir [107]
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Resim 2.1. Pseudomonas aeruginosa bakterisinin 151k mikroskobu goriintiisii (x1000)
[www.textbookofbacteriology.net 2012].
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3.BOLUM
MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullamilan mikroorganizmalar

Atik su tesisinde bulunan giris havuzu, kum ve yag tutucu havuz, havalandirma havuzu,
cokeltim havuzu ve c¢ikis havuzu olmak iizere bes ayri havuzdan atik su ornekleri
alarak, bu sulardan 27 adet Pseudomonas aeruginosa ve 23 adet Pseudomonas

stutzeri izolatlar1 elde edilmis ve ¢alismada kullanilmistir.
3.1.2. Caliymada kullanilan besiyerleri

Atik sulardan Pseudomonas izolatlarini1 elde etmek, elde edilen bakterileri muhafaza
etmek, metallere maruz birakmak ve bu bakterilerden EPS elde etmek icin farkl

besiyerleri belirtilen oranlarda kullanilmistir.
Pseudomonas Agar F (base) (Merck KGaA)

Ticari olarak tiretilip satin alinan Pseudomonas agar’ in 35 g’1 10 mL gliserol ile birlikte
1000 ml distile suda ¢Ozilerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirilmistir.
Steril petri kaplarma dagitilmistir. Besiyerleri ve karisim oranlari Tablo 3.1° de

gosterilmistir.
Nutrient broth (Merck KGaA)

Ticari olarak tiretilip satin alinan nutrient broth’un 8 g’1 1000 mL distile suda ¢oziilerek
121 °C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirilmistir. 5-10’ar mL seklinde steril

tiiplere dagitilmistir. Besiyerleri ve karisim oranlar1 Tablo 3.1° de gdsterilmistir.
Nutrient agar (Merck KGaA)

Ticari olarak iiretilip satin alinan nutrient agar’in 20 g’1 1000 mL distile suda ¢ozilerek
121 °C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirilmistir. Steril petri kaplarina ve yatik
agar hazirlamak icin steril tiiplere dokiilmiistiir. Besiyerleri ve karisim oranlar1 Tablo

3.1’ de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan besiyerleri ve karisim miktarlari

Besiyerleri Karigim miktarlari

Pseudomonas agar F (base) (Merck | 35g/1000 mL + 10 mL gliserol
KGaA)

Nutrient broth (Merck KGaA) 8 9/1000 mL

Nutrient agar (Merck KGaA) 20 g/1000 mL

3.1.3. Calismada kullanilan metaller

Calismada Krom(VI), Kadmiyum (II), Bakir (II) ve Mangan (II) olmak {izere 4 farkl
metal kullanilmistir. izolatlar uygun besiyeri ortaminda tuz formundaki metallere maruz
birakilmistir. Kullanilan metallerin isimleri ve molekiil agirliklar1 (MA), tuz formlarinin

kimyasal formiilii ve molekiil agirliklart (MA) Tablo 3.2° de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Metal isimleri ve MA’ s1, tuz formlarinin kimyasal formiilii ve MA’ s1

Metal isimleri Metal MA’s1 Tuz formunun Tuz formunun
(g/mol) kimyasal formali MA’s1 (g/mol)
Krom (V1) 51,996 K2Cr,07 294,185
Kadmiyum (11) 112,411 CdCl, 183,317
Bakar (II) 63,546 CuCl, 134,452
Mangan (1) 54,938 MnClI,6H,0 233,934
3.2. Metot

3.2.1. Atik sudan Pseudomonas izolatlarinin elde edilmesi

Atik su artma tesisinde bulunan havuzlardan farkli giinlerde alinan su Ornekleri
laboratuvarda, belirtilen 6lgiilere gore hazirlanip steril petrilere dokiilmiis PSseudomonas
agara ekim yapilmustir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra tek diisen

kolonilerden tekrar ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24
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saatlik inkibasyondan sonra izolatlar koloni morfolojisi, besiyerindeki morfolojik

gorliiniimii, gram boyama ve VITEK 2 Compact 30 (biomerieux) sonuglarina gore

tiplendirilmistir.

Resim 3.1. VITEK 2 Compact 30 (biomerieux) cihazi

3.2.2. izolatlarin muhafazasi

Nutrient broth besiyeri belirtilen miktarlarda hazirlanmistir ve beser ml steril tiiplere
dagitilmistir. Atik sudan izole edilen bakteriler 6ze yardimiyla alinmistir ve nutrient
broth igerisinde karistirilmustir. 37 °C° de 24 saat inkiibasyona birakilarak bakterilerin
aktiflesmesi saglanmistir. Nutrient agar besiyeri belirtilen miktarlarda hazirlanmis ve
yatik agar hazirlamak i¢in steril tiiplere beser ml alinmistir. 2 giin boyunca yatik halde
donmasi beklenmistir. Nutrient broth besiyerinde 24 saat aktiflesen bakteriler yatik
agara ekim yapilmis ve +4 °C de 3 ay siire ile muhafaza edilebilmistir. Ayn1 sekilde
aktiflesen bakterilerden 1 mL alinmis ve steril ependorf icerisindeki 1 mL gliserolle

karistirilmistir, -18 °C° de 1 yil siire ile muhafaza edilmistir.
3.2.3.Gram boyama yontemi

Atik sulardan elde edilen izolatlar 6ze yardimiyla alinarak bir damla serum fizyolojik
igerisinde ¢oziilmiistiir. Preparatlar Tablo 3.3 te verildigi sekilde hazirlanarak
boyamalar1 yapilmistir. Boyanan preparatlar 100X objektifte incelenmis, gram negatif
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boyanan ve Pseudomonas oldugu oOngériilen izolatlarin, VITEK 2 Compact 30

(biomerieux) ile tiir tanimlamasi yapilmistir.

Tablo 3.3. Gram boyama ve slreleri.

Boyalar Sareleri
Kristal Viyolet 1 dakika
Lugol 1 dakika
%96’ lik Etil alkol 30 saniye
Sulu Fuksin 45 saniye

Resim 3.2. Pseudomonas aeruginosa S28 gram boyama mikroskop goéruntisu

3.2.4. Metallerin sulu ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Tiim metaller icin dncelikle ana stoklar hazirlanmistir. Istenilen konsantrasyonlardaki
metal ¢ozeltisi, hazirlanan bu ana stok c¢ozeltisinden elde edilmistir. Krom(VI) metali

icin 2000 pmm, kadmiyum(II) metali i¢in 4000 ppm, bakir(Il) metali i¢cin 2000 ppm ve
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mangan metali i¢cin 2000 ppm’lik ana stoklar hazirlanmistir. Kullanilan metaller tuz
formunda olduklar1 i¢in belirli oranda tartilip saf su igerisinde cozdiiriilerek metal

derisimleri elde edilmistir.
3.2.5. izolatlarin metal toleranslarmin tespiti

Yatik agarda +4 °C’ de bulunan izolatlar icerisinde 5 ml nutrient broth besiyeri bulunan
tiiplere almmustir. 37 °C’ de 24 saat aktiflesmesi igin inkiibe edilmistir. Aktiflesen
izolatlarin bulaniklik degerleri Mc Farland cihazi ile 6l¢iilmiis ve steril besiyeri ilavesi
ile bulanikliklar1 1 degerine esitlenmistir. Metal toleransi tespiti icin metallerin 10 ppm’
lik sulu ¢ozeltileri kullanilmistir. izolatlar nutrient broth besiyerinde 10 ppm’ lik metal

derisimiyle 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibe edildikten sonra mikroplate okuyucu

(ivymen-2100-C) ile 630 nm’ de okunarak bakteri yogunluklar1 belirlenmistir.

Resim 3.3. Mikroplate okuyucu (ivymen-2100-C) cihazi.

3.2.6. Secilen izolatlarin belirlenen metal derisimlerinde biiyiime egrileri

Krom(VI) metali i¢in S9, S17, S18, S24 ve S46 izolatlarina 5, 7,5, 10 ve 15 ppm’ lik

derisimler verilmistir. Kadmiyum(II) metali i¢in S10, S23, S32, S44 ve S50 izolatlarina

10, 20, 30 ve 40 ppm’ lik derisimler verilmistir. Bakir(II) metali i¢in S7, S8, S25, S32

ve S45 izolatlarma 10, 20, 40 ve 80 ppm’ lik derisimler verilmistir. Mangan(II) metali

icin S10, S29, S32, S44 ve S50 izolatlarina 100, 200, 300 ve 400 ppm’ lik derisimler
28



verilmistir. Mangan metali i¢in ana stok kullanilmis, bakir i¢in 500 ppm’ lik, krom ve
kadmiyum i¢in 100 ppm’ lik ara stok kullanilarak hazirlanmigtir. Bakteri — metal —
besiyeri karistmi1 37 °C” de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Etiive konulmasindan
itibaren 1., 4., 8., 12., 16. ve 24. saatlerde mikroplate okuyucu (ivymen-2100-C) ile 630

nm’ de bakteri yogunluklart 6l¢iilmiistir.
3.2.7. LCsq tayin metodu

LCso tayin metodu ile 24 saatlik slre zarfinda, farkli konsantrasyonlarda metal igeren
ortamda bulunan izolatlarin %50’sini 6ldiiren miktar hesaplanmistir. Canli hiicrelerin %
50’sini 6ldiiren metal dozlar1 (LCsp), % 95 giiven sinirlarinda probit analizleri ile tespit
edilmistir [112, 113]. LCsp degerleri, yirmi dordiincii saate ait metale maruz kalan
hiicrelerin ~ biyokiitlelerinin ~ kontrol  hiicrelerin  biyokiitlelerinden  ¢ikarilarak

hesaplanmustir.
3.2.8. EPS izolasyon metodu

Izolatlar nutrient broth besiyerinde 3 kez aktiflestirilmistir, 3. aktiflestirmenin 24 saatlik
inkiibasyonundan sonra EPS firetimleri belirlenmistir. Kiiltiirlerden 1 mL O6rnekler
almarak 100 °C’ de 15 dakika kaynatilmis ve buz iizerinde sogutulmustur. Bu asama
EPS’yi hidroliz eden enzimleri inaktive etmek ve hiicreye bagli bulunan EPS’nin
ayrilmasi igin yapilmigtir. Oda sicakligma gelen kiiltiirler 12000 g’ de 15 dakika 4 °C’
de santrifiij yapilarak hiicreler ayrilmistir. Siipernatant temiz bir ependorfa alinmistir.
Siipernatantin iizerine 1,7 uL TCA (trikloroasetikasit) eklenmis (%85 w/v), 4 °C” de 2
saat beklenmistir. 12000 g de 30 dakika 4 °C’ de santrifilj ile protein ve peptitler
coktliriilmiigtiir ve silipernatant temiz bir ependorfa alimmistir. Siipernatant iizerine
1(6rnek):3(alkol) oraninda saf (absolute) alkol eklenerek giiglii bir sekilde karistirilmig
ve 4 °C’de 1 gece inkiibe edilmisti. Bu asamada protein ile birlikte EPS
¢Oktiiriilmiistiir. 4 °C” de yapilan 24 saatlik inkiibasyondan sonra 12000 g de 30 dakika
4 °C’ de santriftlj edilerek EPS-protein kompleksi ¢oktiiriilmiistir ve pellet elde
edilmistir(EPS). Pellet Gzerindeki alkol dokilip tzerine 500 pl alkol eklenerek
vortekslemeden yikama yapilmistir. Pellet iizerinden alkol dokiilerek kalan alkol

ucurulmustur (40 °C’ de). Elde edilen EPS 1 mL saf suda ¢oziilerek -40 °C’de muhafaza
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edilmistir. Daha sonra fenol — siilfiirik asit metoduna gore toplam karbonhidrat miktari

belirlenmistir [108-111].

50 adet izolatin metalsiz EPS tayini yapilmis, metaller i¢in secilen izolatlarin 3.

aktiflestirilmesinde 4 farkli derisimde ve LCsy derisiminde metal verilerek EPS

izolasyonu gerceklestirilmistir.

Resim 3.4. EPS izolasyonu TCA ekleme asamasi.

3.2.9. Fenol - sulfurik asit metodu

Calismada uzun cam tiipler kullanilmistir. Suda ¢oziinen EPS’ lerden 1° er mL tiiplere
alimmustir. Korv olarak saf su kullanilmistir. Bunlarin iizerine 0,5 mL fenol, ardindan 5
mL siilfiirik asit eklenmistir. Asit eklendikten sonra isman tiip sogutulup vorteksle
kanistirilarak 20 dakika 37 °C’ de bekletilmistir. Spektrofotometrede 490 nm’ de
OD’leri okunmustur.

3.2.10. istatistiksel veri

Calismada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for
Windows 21,0 programi kullanilarak analiz edilmistir. Analizler, uygun tanimlayici
istatistiklerle (sayi, yiizde olarak) sunulmustur. Tiim testler ¢ift paralel calisilmis ve

ortalama sonuglar verilmistir.
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4, BOLUM

BULGULAR

Bu ¢alismada krom(VI), kadmiyum(II), bakir(I) ve mangan(II) gibi agir metallerin atik
sulardan izole edilen Pseudomonas spp.’ larin canliligina ve EPS iiretimlerine etkisi

incelenmistir.
4.1. Atik sudan Pseudomonas izolasyonu

Atik su artma tesisinde bulunan havuzlardan farkli giinlerde alinan su ornekleri
laboratuvarda, belirtilen 6lgiilere gore hazirlanip steril petrilere dokiilmiis Pseudomonas
agara ekim yapilmustir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra tek diisen
kolonilerden tekrar ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24
saatlik inkiibasyondan Pseudomonas tirleri, Pseudomonas agar besiyerinde kirik beyaz,
yesilimsi renginde, kivamli, yuvarlak, karakteristik kokusu olan koloniler
olusturmuslardir. Resim 4,1° de Pseudomonas agar besiyerinde koloni morfolojileri

gosterilmistir.
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Resim 4.1. Pesudomonas stutzeri S6 izolatinin Pseudomonas agar besiyerinde koloni
morfolojisi.

4.2. izolatlarin tanimlamalar

Pesudomonas agar besiyerinde iireyen izolatlarin dnce gram boyamalar1t yapilmistir.
Gram boyama ile tanimlamasi dogrulanan izolatlar kisa siireli muhafaza i¢in yatik agara
inokiile edilmislerdir. Son olarak VITEK 2 Compact 30 (biomerieux) cihazinda tiir
tanimlamalar1 yapilmigtir. Tablo 4.1° de izolatlarin numaralar, tiir adlari, kaynagi ve

gram boyama sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.1. izolatlarin numaralar, tiir adlar1, kaynagi ve gram boyama sonuglari.

IZOLAT TUR ADI KAYNAK GRAM
NO BOYAMA
S1 Pseudomonas aeruginosa Giris Havuzu Gram (-)
S2 Pseudomonas aeruginosa Giris Havuzu Gram (-)
S3 Pseudomonas aeruginosa Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S4 Pseudomonas aeruginosa Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S5 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S6 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S7 Pseudomonas aeruginosa Cokeltim Havuzu Gram (-)
S8 Pseudomonas aeruginosa Cokeltim Havuzu Gram (-)
S9 Pseudomonas aeruginosa Cikis Havuzu Gram (-)
S10 Pseudomonas aeruginosa Cikis Havuzu Gram (-)
S11 Pseudomonas stutzeri Giris Havuzu Gram (-)
S12 Pseudomonas stutzeri Giris Havuzu Gram (-)
S13 Pseudomonas aeruginosa Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S14 Pseudomonas aeruginosa Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S15 Pseudomonas aeruginosa Havalandirma Havuzu Gram (-)
S16 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S17 Pseudomonas stutzeri Cokeltim Havuzu Gram (-)
S18 Pseudomonas stutzeri Cokeltim Havuzu Gram (-)
S19 Pseudomonas aeruginosa Cikis Havuzu Gram (-)
S20 Pseudomonas aeruginosa Cikis Havuzu Gram (-)
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S21 Pseudomonas aeruginosa Giris Havuzu Gram (-)
S22 Pseudomonas aeruginosa Giris Havuzu Gram (-)
S23 Pseudomonas stutzeri Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S24 Pseudomonas stutzeri Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S25 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S26 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S27 Pseudomonas stutzeri Cokeltim Havuzu Gram (-)
S28 Pseudomonas aeruginosa Cokeltim Havuzu Gram (-)
S29 Pseudomonas aeruginosa Cikis Havuzu Gram (-)
S30 Pseudomonas aeruginosa Cikis Havuzu Gram (-)
S31 Pseudomonas aeruginosa Giris Havuzu Gram (-)
S32 Pseudomonas stutzeri Giris Havuzu Gram (-)
S33 Pseudomonas stutzeri Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S34 Pseudomonas stutzeri Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S35 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S36 Pseudomonas aeruginosa Havalandirma Havuzu Gram (-)
S37 Pseudomonas aeruginosa Cokeltim Havuzu Gram (-)
S38 Pseudomonas stutzeri Cokeltim Havuzu Gram (-)
S39 Pseudomonas stutzeri Cikis Havuzu Gram (-)
S40 Pseudomonas stutzeri Cikis Havuzu Gram (-)
S41 Pseudomonas aeruginosa Giris Havuzu Gram (-)
S42 Pseudomonas aeruginosa Giris Havuzu Gram (-)
S43 Pseudomonas aeruginosa Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S44 Pseudomonas stutzeri Kum ve Yag Tutucu Havuz Gram (-)
S45 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S46 Pseudomonas stutzeri Havalandirma Havuzu Gram (-)
S47 Pseudomonas aeruginosa Cokeltim Havuzu Gram (-)
S48 Pseudomonas aeruginosa Cokeltim Havuzu Gram (-)
S49 Pseudomonas aeruginosa Cikis Havuzu Gram (-)
S50 Pseudomonas stutzeri Cikis Havuzu Gram (-)

4.3. Izolatlarin metal toleranslarinin tespiti

Yatik agarda +4°C’de muhafaza edilen izolatlar, icerisinde 5 ml nutrient broth besiyeri

bulunan tiiplere alinmustir. 37 °C’ de 24 saat aktiflesmesi igin inkiibe edilmistir.
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Aktiflesen izolatlarin bulaniklik degerleri Mc Farland cihazi ile Slgiilmiis ve steril
besiyeri ilavesi ile bulanikliklar1 1 degerine esitlenmistir. Metal toleransi tespiti igin
metallerin 10 ppm’ lik sulu ¢ozeltileri kullanilmistir. 37 °C’de 24 saat etiivde inkiibe
edilmistir. Inkiibe edildikten sonra mikroplate okuyucu (ivymen-2100-C) ile 630 nm’
de okunarak bakteri yogunluklari belirlenmistir. Bakterilerin 4 farkli metalde yiizde

Oliim degerleri tablo 4.2 de verilmistir.

Tablo 4.2. Izolatlarin 10 ppm’lik 4 farkli metalde % 6liim degerleri.

Izolat Krom(VI) Kadmiyum(Il) Bakar(II) Mangan(ll)
numaralari % olim degeri % olim degeri % olim degeri % olim degeri

S1 86,65+3,2 94,74+3,8 1,81+0,05 15,90+0,6
S2 91,13+3,4 92,9434 7.21+0,5 19,78+0,6
S3 68,87+2,8 82,35%3,2 6,56+0,5 4,53+0,05
S4 84,96+3,2 59,50+2,7 18,45+1,0 32,79+1,2
S5 39,68+1,5 100+4,0 31,33%1,2 16,33+0,6
S6 50,84+2,2 100+4,0 22,80+1,1 31,34+1,2
S7 64,28+2,8 43,02+2,0 0 29,07+1,1
S8 93,24+3,4 51,2522 0 9,91+0,5
S9 33,80+1,2 77,61+3,1 22,85+1,1 26,52+1,2
S10 65,64+2,8 23,28+1,0 49,53+2,2 0
S11 98,31+3,7 48,06+2,2 57,69+2,5 16,81+0,7
S12 46,90+2,1 59,9725 36,93+1,3 10,96+0,6
S13 42,26x2,0 77,66+3,1 40,2120 29,78+1,1
S14 38,25+1,9 43,50+2,0 3,84+0,05 32,72+1,2
S15 83,97+3,2 42,4220 11,75+0,6 11,33+0,6
S16 40,54+2,0 50,59+2,2 74,13+3,1 10,14+0,6
S17 35,38+1,2 85,61+3,2 54,75+2,5 36,54+1,3
S18 32,4912 100+4,0 13,68+0,5 24,82+1,1
S19 69,70+2,8 43,92+2,0 41,03+2,0 14,30+0,5
S20 83,18+3,2 38,06x1,3 26,06+1,1 3,26+0,05
S21 65,69+2,8 31,26x1,2 44,55+21 12,36x0,5
S22 57,00£2,5 100+4,0 17,44+0,7 18,09+0,7
S23 72,50£3,0 15,86+0,9 22,14+0,9 39,14+2,0
S24 29,55+1,1 72,16x3,0 44,7720 10,39+0,5
S25 56,48+2,5 41,81+20 0 24,39+1,2
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S26 97,93+3,7 100+4,0 28,13+1,2 3,23+0,05
S27 63,32+2,8 51,96+2,2 45,83+2,1 12,46+0,5
S28 91,95£3,6 66,40+2,8 40,84+2,0 15,55+0,6
S29 88,51+3,3 68,15+2,8 12,43+0,5 0

S30 70,96+3,0 40,97+2,0 48,32+2,1 6,05+0,05
S31 89,62+3,4 100+4,0 27,48+1,2 7,21+0,05
S32 73,15%£3,1 14,11+0,6 0 0

S33 88,54+3,3 104,00+4,0 16,86+0,6 14,18+0,6
S34 62,03+2,7 65,15+2,8 10,35+0,5 19,27+0,7
S35 58,66+2,7 100+4,0 22,27+0,9 18,61+0,7
S36 61,95+2,7 23,74+0,9 18,55+0,9 9,94+0,05
S37 82,14+3,2 58,9725 21,55+0,9 11,25+0,5
S38 87,95+3,3 64,87+2,7 40,82+2,0 24,13+0,9
S39 87,84+3,3 65,45+2,7 17,91+0,7 14,33+0,6
S40 92,57+3,7 64,91+2,7 9,29+0,05 9,12+0,05
S41 85,47+3,2 100+4,0 46,39+2,1 31,97+1,2
S42 85,83+3,2 47,25%2,1 9,68+0,05 7,20+0,05
S43 59,53+2,7 70,89+3,0 45,24+21 9,17+0,05
S44 40,1220 0 36,87+1,3 0

S45 92,66+3,7 54,66+2,4 0 21,25+0,9
S46 29,08+1,2 76,58+3,1 41,10+2,0 10,87+0,1
S47 44,36+2,1 73,40+3,1 13,79+0,6 7,81+0,1
S48 84,37+3,2 74,86%3,1 38,70+2,0 5,11+0,1
S49 91,48+3,7 46,43+2,1 19,43+0,7 18,23+0,7
S50 93,66+3,8 10,79+0,5 6,45+0,05 0

Direngli izolatlar kirmizi ile belirtilmistir.

Elde edilen sonuclar 1s1ginda her metal i¢in en ¢ok diren¢ saglayan beser izolat
secilmistir ve segilen izolatlara hangi derisimlerde metal verilecegi saptanmistir. Bir
sonraki asamada bakterilere uygulanacak metal derisimleri Tablo 4.3’ te gdsterilmistir.

Metallere en ¢ok direnclilik gosteren izolatlatlar Tablo 4.4’ te verilmistir.

Tablo 4.3. Bakterilere uygulanacak metal derisimleri.

Metaller Derigimleri (ppm)
Krom(VI) 5 ppm 7,5 ppm 10 ppm 15 ppm
Kadmiyum(Il) 10 ppm 20 ppm 30 ppm 40 ppm
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Bakar(IT) 10 ppm 20 ppm 40 ppm 80 ppm

Mangan(ll) 100 ppm 200 ppm 300 ppm 400 ppm

Tablo 4.4. Metallere direng gosteren izolatlar

Metaller Secilen izolatlar
Krom(VI) S9 S17 S18 S24 S46
Kadmiyum(Il) S10 S23 S32 S44 S50
Bakar(II) S7 S8 S25 S32 S45
Mangan(11) S10 S29 S32 S44 S50

4.4. Direncli Izolatlarin belirli konsantrasyonlardaki metallerde % 6lim ve LCsg

degerleri

Krom(VI) metali i¢in S9, S17, S18, S24 ve S46 izolatlar1 5, 7,5, 10 ve 15 ppm’ lik
derisimlere maruz birakilmistir. Kadmiyum(II) metali i¢cin S10, S23, S32, S44 ve S50
izolatlar1 10, 20, 30 ve 40 ppm’ lik derisimlere maruz birakilmistir. Bakir(Il) metali i¢in
S7, S8, S25, S32 ve S45 izolatlarn 10, 20, 40 ve 80 ppm’ lik derisimlere maruz
birakilmistir. Mangan(IT) metali i¢in S10, S29, S32, S44 ve S50 izolatlar1 100, 200, 300
ve 400 ppm’ lik derisimlere maruz birakilmistir. Bakteri — metal — besiyeri karigimi 37
°C’ de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Etiive konulmasindan itibaren 1., 4., 8., 12.,
16. ve 24. saatlerde mikroplate okuyucu (ivymen-2100-C) ile 630 nm’ de bakteri
yogunluklar1 dl¢iilmiistiir. Izolatlarin farkli saatlerdeki OD degerlerine gore % oliim
degerleri ve LCso degerleri hesaplanmistir. Metallere gore secilen izolatlarin LCs

degerleri Tablo 4.5° te verilmistir.

36




-C)C)()Q)KJKJK_K

HOOOO X )
§§/C)(\ ﬂ\j;.s‘

."

Resim 4.2. Cr(VI) metaline maruz birakilan izolatarin mikroplate okuyucu (ivymen-
2100-C) plagindaki goriintiisii (N.K.: Negatif kontrol, P.K.: Pozitif
kontrol).
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Tablo 4. 5 Metallere gore segilen izolatlarin LCsq degerleri.

Metaller Izolatlar LCs degeri (ppm)
Krom S9 2,29+0,1
S17 4,44+0,2
S18 4,55+0,2
S24 10,48+0,7
S46 7,38+0,5
Kadmiyum S10 21,44+1.4
S23 26,96+1,6
S32 25,30+1,6
S44 19,65+1,2
S50 22,2315
Bakir S7 32,93+2,0
S8 54,45£3,5
S25 54,18+3,5
S32 53,00+3,5
S45 52,81£3,5
Mangan S10 175,08+4,2
S29 224,98+4,9
S32 205,97+4,8
S44 207,10+4,8
S50 232,7145,0

Segilen izolatlarin belirli konsantrasyonlardaki metal ile olan OD degerlerine gore metal
derisimi arttik¢a 6liim oraninin arttig1 goriilmiistiir. LCso degerlerine bakildiginda krom
metalinde en direngli izolatin S24 oldugu gozlemlenmistir. Aym sekilde kadmiyumda
S32, bakirda S8 ve mangan metalinde S37 izolatlarinin 24 saatin sonunda segilen diger
izolatlara nazaran % Oliim degerleri daha diisiik olup metallere karsi direnglerinin daha

yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

38



90

?
80 /
/

70
£ 60 % o
)?I) //
= 50 5 ppm
£ / -
X 30 / w10 ppm

20 15 ppm

[any
o

o

0 1 4 8 12 16 24
Zaman (saat)

Sekil 4.1. Pseudomonas aeruginosa S9 izolatina krom(VI) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.2. Pseudomonas stutzeri S17 izolatina krom(VI) derisimlerinin 24 saat boyunca
etkisi

39



100

90
f_
80

70 B

50 _
50 / =5 ppm

40 =5 ppm
30 / =10 ppm
20 - 15 ppm
10

% oliim degeri

0 1 4 8 12 16 24
Zaman (saat)

Sekil 4.3. Pseudomonas stutzeri S18 izolatina krom(VI) derisimlerinin 24 saat boyunca

etkisi
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Sekil 4.4. Pseudomonas stutzeri S24 izolatina krom(VI) derisimlerinin 24 saat boyunca
etkisi
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Sekil 4.5. Pseudomonas stutzeri S46 izolatina krom(VI) derisimlerinin 24 saat boyunca

etkisi
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Sekil 4.6. Pseudomonas aeruginosa S10 izolatina kadmiyum(II) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.7. Pseudomonas stutzeri S23 izolatina kadmiyum(II) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.8. Pseudomonas stutzeri S32 izolatina kadmiyum(II) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi

42



A

\i;\

20 ppm

o

% oliim degeri

=30 ppm

N
o

=40 ppm

=
o

o

0O 1 4 8 12 16 24
Zaman (saat)

Sekil 4.9. Pseudomonas stutzeri S44 izolatina kadmiyum(II) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.10. Pseudomonas stutzeri S50 izolatina kadmiyum(II) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.11. Pseudomonas stutzeri S7 izolatina bakir(Il) derisimlerinin 24 saat boyunca

etkisi
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Sekil 4.12. Pseudomonas aeruginosa S8 izolatina bakir(I) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.13. Pseudomonas stutzeri S25 izolatina bakir(I) derisimlerinin 24 saat boyunca
etkisi
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Sekil 4.14. Pseudomonas stutzeri S32 izolatina bakir(I) derisimlerinin 24 saat boyunca
etkisi
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Sekil 4.15. Pseudomonas stutzeri S45 izolatina bakir(I) derisimlerinin 24 saat boyunca

etkisi
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Sekil 4.16. Pseudomonas aeruginosa S10 izolatina mangan(Il) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.17. Pseudomonas aeruginosa S29 izolatina mangan(Il) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi

(@)
(@)

~
o

I__/ —
/ 7
/ J// ——100 ppm

o

o

% oliim degeri
w g a1 o

0 / f // =200 ppm
0| fF—7 ~—300 ppm
10 '/ =400 ppm

0 T T T T T T T 1

0 1 4 8 12 16 24

Zaman (saat)

Sekil 4.18. Pseudomonas stutzeri S32 izolatina mangan(Il) derisimlerinin 24 saat
boyunca etkisi
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Sekil 4.19. Pseudomonas stutzeri S44 izolatina mangan(Il) derisimlerinin 24 saat

boyunca etkisi
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Sekil 4.20. Pseudomonas stutzeri S50 izolatina mangan(Il) derisimlerinin 24 saat

boyunca etkisi

48




4.5. izolatlarin metalli ve metalsiz ortamlarda EPS miktarlar

Metalsiz ortamda 50 izolatin EPS miktarlar1 tespit edilmistir. izolatlarin EPS miktarlart
mg/l cinsinden Tablo 4.6’ da verilmistir. Metalsiz 50 izolatin igerisinde en yiiksek EPS
miktar1 Pseudomonas aeruginosa S20 ve Pseudomonas stutzeri S39 izolatlarinda
oldugu tespit edilmistir. En diisik EPS miktar1 ise Pseudomonas stutzeri S25 ve

Pseudomonas stutzeri S45 izolatlarinda tespit edilmistir.

Tablo 4.6. 50 izolatin EPS miktarlari.

izolat No izolat cins ve tiirii EPS Degeri
S1 Pseudomonas aeruginosa 24,53+1,2
S2 Pseudomonas aeruginosa 23,4312
S3 Pseudomonas aeruginosa 26,71+1,3
S4 Pseudomonas aeruginosa 34,37+£1,6
S5 Pseudomonas stutzeri 38,43+1,7
S6 Pseudomonas stutzeri 42,03x1,9
S7 Pseudomonas aeruginosa 20,78+1,1
S8 Pseudomonas aeruginosa 18,28+1,1
S9 Pseudomonas aeruginosa 26,56+1,3
S10 Pseudomonas aeruginosa 18,59+1,1
S11 Pseudomonas stutzeri 48,28+2,1
S12 Pseudomonas stutzeri 38,43£1,8
S13 Pseudomonas aeruginosa 34,21+1,6
S14 Pseudomonas aeruginosa 49,84+2,1
S15 Pseudomonas aeruginosa 49,06+2,1
S16 Pseudomonas stutzeri 48,59+2,1
S17 Pseudomonas stutzeri 30,46£1,5
S18 Pseudomonas stutzeri 32,65+1,5
S19 Pseudomonas aeruginosa 50,46+2,3
S20 Pseudomonas aeruginosa 52,03+2,4
S21 Pseudomonas aeruginosa 42,18+1,9
S22 Pseudomonas aeruginosa 35,46+1,6
S23 Pseudomonas stutzeri 41,09+1,9
S24 Pseudomonas stutzeri 30,46x1,5
S25 Pseudomonas stutzeri 17,81x1,0
S26 Pseudomonas stutzeri 39,53+1,9
S27 Pseudomonas stutzeri 23,90+1,2
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S28 Pseudomonas aeruginosa 45,78+2,0
S29 Pseudomonas aeruginosa 24,06+1,2
S30 Pseudomonas aeruginosa 35,46+1,6
S31 Pseudomonas aeruginosa 18,28+1,1
S32 Pseudomonas stutzeri 20,15%1,1
S33 Pseudomonas stutzeri 35,31+1,6
S34 Pseudomonas stutzeri 36,56x1,6
S35 Pseudomonas stutzeri 45,9320
S36 Pseudomonas aeruginosa 34,68+1,6
S37 Pseudomonas aeruginosa 25,15+1,2
S38 Pseudomonas stutzeri 30,4%1,5
S39 Pseudomonas stutzeri 52,03+2,4
S40 Pseudomonas stutzeri 36,40+1,6
S41 Pseudomonas aeruginosa 37,81+1,6
S42 Pseudomonas aeruginosa 42,65+1,9
S43 Pseudomonas aeruginosa 48,43+2,1
S44 Pseudomonas stutzeri 18,28+1,1
S45 Pseudomonas stutzeri 17,18+1,1
S46 Pseudomonas stutzeri 41,56x1,9
S47 Pseudomonas aeruginosa 47,81+2,1
S48 Pseudomonas aeruginosa 40,62+1,9
S49 Pseudomonas aeruginosa 48,12+2,1
S50 Pseudomonas stutzeri 19,06+1,2

Metale maruz kalan izolatlardan EPS izolasyonu gerceklestirilmeden dnce biyokiitleleri
Olciilmiis ve en diisliik biyokiitleye gore tiim izolatlarin biyokiitleleri esitlenmistir.
Metale maruz kalan izolatlarda genel olarak metal derisimi arttikga EPS miktarinin da
arttigl gozlemlenmistir. Krom(VI) metaline maruz birakilan izolatlarda Pseudomonas
stutzeri S46 izolatinin 15 ppm’ lik derisiminde en yiiksek EPS degeri (74,68 mg/L),
Pseudomonas stutzeri S46 izolatinin 5 ppm’lik derisiminde en diisiik EPS degeri (25,31
mg/L) tespit edilmistir. Kadmiyum(II) metaline maruz kalan izolatlarda Pseudomonas
stutzeri S23 izolatinin 40 ppm’ lik derisimde en yiiksek EPS degeri (60,93 mg/L),
Pseudomonas stutzeri S32 izolatinin 10 ppm’ lik derisiminde en diisiik EPS degeri
(26,09 mg/L) gozlemlenmistir. Ayni sekilde bakir(II) metaline maruz kalan izolatlarda
80 ppm’ de Pseudomonas stutzeri S45 izolatinda en yiiksek EPS (74,06 mg/L), 10 ppm’

50




de Pseudomonas stutzeri S45 izolatinda en diisiik EPS degeri (17,5 mg/L) tespit
edilmistir. Mangan(ll) metaline maruz kalan izolatlarda 400 ppm’ de Pseudomonas
stutzeri S44 izolatinda en yiiksek EPS (46,40 mg/L), 100 pmm’ de Pseudomonas
stutzeri S44 izolatinda en diisiik EPS miktar1 (18,75 mg/L) tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. Krom(VI) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas aeruginosa S9
izolatinin EPS miktarlari
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Sekil 4.22. Krom(VI) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S17
izolatinin EPS miktarlar

51



EPS(mg/L)
NN
o1 O o1

(SN
o

o ol

5 7,5 10 15
Cr(VI) derisimleri (ppm)

Sekil 4.23. Krom(VI) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S18
izolatinin EPS miktarlari
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Sekil 4.24. Krom(VI) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S24
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.25. Krom(VI) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S46
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.26. Kadmiyum(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas aeruginosa
S10 izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.27. Kadmiyum(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S23
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.28. Kadmiyum(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S32
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.29. Kadmiyum(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S44
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.30. Kadmiyum(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S50
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.31. Bakir(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S7
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.32. Bakir(IT) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas aeruginosa S8
izolatinin EPS miktarlari
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Sekil 4.33. Bakir(Il) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S25
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.34. Bakir(IT) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S32
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.35. Bakir(Il) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S45
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.36. Mangan(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas aeruginosa S10
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.37. Mangan(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas aeruginosa S29
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.38. Mangan(Il) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S32
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.39. Mangan(Il) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S44
izolatinin EPS miktarlar
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Sekil 4.40. Mangan(Il) konsantrasyonlarina maruz kalan Pseudomonas stutzeri S50
izolatinin EPS miktarlar
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5.BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Pseudomonas cinsi bakteriler; su, toprak, memeli bagirsaklar1 kanalizasyon ve bazi
bitkiler gibi ¢ok genis bir yayilis alanina sahip olan ve farkli ortamlardan kolayca izole
edilebilen gram negatif, basil mikroorganizmalardir [114, 115]. Pseudomonas cinsi
bakterilerin baz1 metabolitler (ekzopolisakkarit, piyosiyanin ve ramnolipid) iirettigi ve
bu bakterilerin kirli alanlarda canli kalabilme sansinin tamamen {irettikleri ikincil
metabolitlere bagli oldugu bildirilmektedir [116-119]. Endiistriyel amacl kullanilan

bakterilerde aranan en 6nemli 6zellik yiiksek ikincil metabolit tiretimi olmaktadir [120].

Biyoteknolojik uygulamalarda son yillarda mikrobiyal ekzopolisakkaritler bircok alanda
kullanilmaktadir. Mikrobiyal ekzopolisakkaritler, gida ve ila¢ endiistrisinde ve
mikrobiyolojik besiyerlerini katilastirmak i¢in ticari hale getirilmektedirler [81]. Deniz,
tatlt su, atik su, toprak gibi farkli ¢evresel drneklerden izole edilen, Pseudomanas spp.’
larin EPS firettikleri bilinmektedir [122]. Bu bakimdan son yillarda biyoteknolojide
genis uygulama alanlarina sahip olan EPS iiretimi birgok arastiricinin dikkatini

cekmektedir [123].

Sanayinin gelismesi ile birlikte son yillarda cevreye birakilan atiklar, giin gectikce
artmakta ve bu atiklar arasinda ¢evreye ve canlilara yiiksek oranda zarar veren agir
metaller bulunmaktadir. Bu metaller hiicrelerde birikerek, belirli dozlarin {izerinde
toksik olup o6liimlere yol agmaktadir. Agir metal giderimi i¢in kullanilan iyon degisimi,
kimyasal ¢oktlirme ve ters ozmoz gibi geleneksel yontemler pahali ve etkisiz olup, agir
metallerin ¢ok az miktarin1 gidermektedir. Agir metal iceren atik sular, cevreye
verilmeden Once aritilmali ve uluslararasi su standartlarina gore izin verilen kirlilik

degerlerinin altina diisiirtilmelidir [124].

Gunlmduzde, klasik yontemlere alternatif olarak daha ekonomik ve pratik, canli
(biyobirikim) ve 6lii (biyosorpsiyon) mikrobiyal biyokiitle ile agir metallerin giderimi
onem kazanmistir. Metal iyonlari, hiicre yiizeyindeki reaksiyon alanlar1 (hiicre
duvarindaki proteinlerin fonksiyonel gruplari ve peptid baglari) ile kompleks yaparak
adsorbe edilebildikleri gibi baz1 mikroorganizmalar ekzopolisakkarit yapida polimerler

sentezleyerek ¢ozeltideki metal iyonlarini bagladig: bildirilmektedir [50].
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Bu tez ¢aligmasinda atik sularda ¢ok yogun bulunmalari, kolay izole edilebilmeleri vb.
Ozelliklerinden dolay1r atik su havuzlarindan izole edilen Pseudomonas’ lar tercih
edilmistir. Atik su 6rneklerinden toplam 50 adet Pseudomonas izole edilmis, izolatlarin
VITEK 2 Compact 30 (biomerieux) ile tiir tanimlamalarina gére 27’sinin Pseudomonas
aeruginosa ve 23’0nln Pseudomonas stutzeri oldugu tespit edilmistir. Yapilan 6n
caligmalar neticesinde atik sulardan alinan numuneler analiz edilerek Cr(VI), Cd(II),
Cu(ll) ve Mn(Il) metallerinin yiiksek miktarda oldugu belirlenmistir. Atik su
standartlarina goére Cr(VI) metalinin mevzuat limiti 5 ppm iken bu ¢alismada kullanilan
atik su numunesinde 6,86 ppm tespit edilmistir. Cd(II) metalinde mevzuat limiti 2 ppm
iken c¢alismada kullanilan atik su numunesinde 7,18 ppm olarak tespit edilmistir. Cu(ll)
metalinde mevzuat limiti 2 ppm iken bu ¢alismada kullanilan atik su numunesinde 16,2
ppm olarak tespit edilmistir. Mn(II) metalinin atik su standartlarinda st limiti

bulunmamaktadir ancak bu ¢aligmada 14,92 ppm olarak tespit edilmistir.

Atik sularda Pseudomonas cinsi bakterilerin fazla bulunmasi, bakterilerin bu sulardaki
ekstrem sartlara karsit dayamikliligini saglayan {rettikleri EPS, piyosiyanin ve
ramnolipid gibi sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir [81]. Pseudomonas
bakterileri, bu 6zelliginden dolay1 atik sularda diger bir¢ok bakteriye gore daha fazla

bulunmaktadir.

Izole edilen 50 adet Pseudomonas izolatinin 6n metal toleranslar1 tespit edilmistir.
Bunun igin izolatlar Cr(VI), Cd(ll), Cu(ll) ve Mn(ll) metallerinin 10 ppm’ lik
derisimlere maruz birakilmig ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda % Olim degerleri
hesaplanmigtir. Yiizde 6liim degerlerine gore her bir metale en ¢ok direng saglayan
beser izolat secilmis ve secilen izolatlarin hangi metal derisimlerine maruz birakilacagi
saptanmigtir. Direngli izolatlarin belirli konsantrasyonlardaki metallerde EPS iiretiminin

karsilastirilmast amaglanmastir.

Uygulanan metaller arasinda Cr(VI) ve Cd(II), Cu(II) ve Mn(II)’ a nazaran daha toksik
etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Cr(VI) metalinde en direngli izolat S46 olup Cd(II)
metalinde en direncli izolat S44” tir . Cu(ll) metalinde en direncli izolatlar S7, S8, S25,
S32, S45 olup, Mn(Il) metaline en direngli izolatlar S10, S29, S32, S44, S50 oldugu
tespit edilmistir. Cr(VI)’nin ¢cok az miktar1 dahi sudaki ekolojik dengeyi bozmaktadir.
Cd(Il) 1ise mikroorganizmalar ac¢isindan yiiksek oranda toksik olup, bazi
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mikroorganizmalarin demir metabolizmasinda gorev aldigi bilinmektedir. Bununla
birlikte, her iki metal miktar1 belirli diizeyi astiginda mikroorganizmalar iizerinde toksik
etki gostererek, bir siire sonra dliimlere yol agmaktadir [140]. Yamini ve ark. 2004
yilinda Cr(VI)’ nin, Simonet ve ark. 1984 yilinda Cd(II)’ nin patojen bakterilerin
patojenitesini azalttigini rapor etmislerdir [141,142]. Mn(ll) ve Cu(ll)’ da ise durum
daha farklidir. Bu iki metalin eser miktarlar1 metabolik faaliyetlerde gorev almaktadir.
Cu(Il) yasamin aerobik formlarinda gorev alan 6nemli bir metaldir. Elektron transport
zincirinde ve redoks aktif enzimlerde elektron alicis1 gorevi gormektedir. [ 143] Bununla
birlikte bakirin yiiksek dozlar1 prokaryot ve Okaryotlar i¢in toksik etki gdstermektedir
[144,145]. Mn(I) ise canli hiicrelerde siiperoksit dismutaz ve fotosistem II i¢in gerekli
olan enzimler i¢in elzem olan énemli bir eser elementtir [146]. Bu nedenle Cu(ll) ve
Mn(II) digerlerine nazaran kullanilan izolatlara daha az toksik etki gdstermistir.

Yapilan metal toleransi ¢aligmasinda Pseudomonas stutzeri tlrlerinin Pseudomonas
aeruginosa’ ya nazaran daha direngli oldugu goriilmiistir. Pseudomonas stutzeri
bakterilerinin hiicre duvari yapisinin metal direncgliligine daha uygun oldugu

disiiniilmektedir.

Bakteriler ve siyanobakteriler cesitli olumsuz c¢evresel sartlara karsi savunma
mekanizmast olarak ekzopolisakkarit (EPS) iiretmektedirler [126,127]. EPS,
terminolojide hiicre dis1 polimerik maddeler, ekzopolisakkaritler ya da ekzopolimerler
terimlerinin karsilig1 olarak da kullanilmaktadir [127]. Bu polisakkarit yapilar suda
cOziinebilen bir karaktere sahip olup birgok endiistri kollarinda ham madde olarak
kullanilmaktadir. Metal baglayabilme yetenegine sahip olan ekzopolisakkaritler, bakteri
hlcresini jelatinimsi bir madde ile kaplayarak, hicreyi kuruma ve toksik maddelerden
korudugu diisiiniilmektedir [128]. EPS komposizyonu sabit olmayip biiylime kosullar
ve gevresel streslerce degiskenlik halindedir. Bir¢ok izolat, izolata 6zgii tek bir EPS’
den ziyade yasamlar1 boyunca kompozisyonlarinda degisimlere ugrayabilen farkli EPS’

ler de Uretebilmektedir [129].

Bu calismada, 50 adet Pseudomonas spp. izolatinin optimum gelisme kosullarinda
iirettikleri ekzopolisakkarit (EPS) miktarlar1 belirlenmistir. Izolatlar arasinda P.
aeruginosa S20 ve P. stutzeri S39° un 52,03 mg/L ile en yiiksek EPS fiiretici oldugu, P.
stutzeri S25” in 17,81 mg/L ve P. stutzeri S45’ in 17,18 mg/L ile en diisiik EPS tiretici
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izolat oldugu goriilmistiir. Fett ve ark. (1995) P. fluorescens ve P. putida suslarinda
EPS iiretimini sirasiyla 30-79 mg/L ve 25-58 mg/L olarak bildirmislerdir [130]. Bu
calismada kullanilan P. aeruginosa izolatlarinin EPS iretimlerinin 18-52 mg/L, P.
stutzeri izolatlarinin ise EPS iiretimlerinin 17-48 mg/L araliginda oldugu belirlenmistir.
Burada goriilmektedir ki EPS’ si yiiksek olan izolatlar metale direnglilik bakimindan
paralellik gostermemektedir. Bu ¢alismada metal direnci ve EPS iiretimi arasinda bir

korelasyon bulunmamaktadir.

Panwichian ve ark 2011 yilinda Rhodobium marinum NW16 ve Rhodobacter
sphaeroides KMS24 ile yaptiklar1 ¢alismada kadmiyum (Cd), bakir (Cu), kursun (Pb),
¢inko (Zn)’ ya direncli olan bakterinin EPS miktarinin diisiik oldugunu rapor etmislerdir

[136]. Bu da bu ¢aligsmay1 dogrulamaktadir.

Bir¢ok caligmada belirtildigi lizere EPS miktarindan ziyade EPS kompozisyonu metal
gideriminde 6n plana ¢ikmaktadir. Hatta metale maruz kalan bazi mikroorganizmalarin
EPS kompozisyonunda da metale bagh degisiklikler oldugu bildirilmistir. Priester ve
arkadaglar1 2006’ da yaptiklari ¢alismada Cr(VI)’ ya maruz kalan Pseudomonas putida’
dan elde edilen EPS’ nin monosakkarit kompozisyonunda farkliliklar oldugunu tespit

etmislerdir [137].

Oztiirk ve arkadaslarinin 2008’ de siyanobakteriler ile yaptiklar1 ¢alismada Cr(VI)’ ya
maruz birakilan izolatlarin EPS kompozisyonunda farkliliklar oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu c¢alismada da direngliligin EPS kompozisyonuna bagh oldugu
diisiiniilmektedir. Oztiirk ve arkadaslarinin 2009’ da yaptiklar1 bir calismada Cr(VI)’ ya
direnci olmayan Synechocystis sp. BASO672 izolatinin direnci olan Synechocystis sp.
BASO670 izolatina nazaran daha yiiksek metal giderdigini tespit etmislerdir. Yine ayni
caligmada EPS iiretimi ve Cr(VI) giderimi arasinda negatif kolerasyion oldugu
belirtilmis ve metal gideriminin EPS’ deki seker kompozisyonuna bagli oldugu rapor

edilmistir [131].

Bu calismada % o6liim sonuglarina gore direngli olarak segilen izolatlara 5, 7,5, 10 ve 15
ppm Cr(V1), 10, 20, 30 ve 40 ppm Cd(ll), 10, 20, 40 ve 80 ppm Cu(ll), 100, 200, 300 ve
400 ppm Mn(II) uygulanmis ve EPS miktarlar1 6l¢iilmiistiir. EPS miktarlar1 6l¢iilmeden

hemen Once tiim izolatlarin biyokiitleleri esitlenmistir.
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Krom(VI) konsantrasyonlarina maruz kalan izolatlarda P. stutzeri S46 izolatinin 15
ppm’ lik derisiminde en yiiksek EPS degeri 74,68 mg/L, P. stutzeri S46 izolatinin 5
ppm’ lik derisiminde en diisiik EPS degeri 25,31 mg/L olarak tespit edilmistir.
Kadmiyum(II) metaline maruz birakilan izolatlarda P. stutzeri S23 izolatinin 40 ppm’
lik derisimde en yiiksek EPS degeri 60,93 mg/L, P. stutzeri S32 izolatinin 10 ppm’ lik
derisiminde en diisiik EPS degeri 26,09 mg/L olarak tespit edilmistir. Bakir(II)
metalinde 80 ppm’ de P. stutzeri S45 izolatinda en yiiksek EPS 74,06 mg/L, 10 ppm’ de
P. stutzeri S45 izolatinda en disiik EPS degeri 17,5 mg/L olarak belirlenmistir.
Magnezyum(1l) metalinde 400 ppm’ de P. stutzeri S44 izolatinda en yiiksek EPS 46,40
mg/L, 100 ppm’ de P. stutzeri S44 izolatinda en diisiik EPS miktar1 18,75 mg/L olarak
tespit edilmistir. Metale maruz birakilan izolatlarda genel olarak metal derigimi arttik¢a

EPS miktarinin da arttig1 gézlemlenmistir (P=0,01).

Metal toleranslarina gore secilen izolatlarin degisik konsantrasyonlardaki EPS
tiretim kapasiteleri belirlenmistir. En fazla EPS iretiminin 15 ppm Cr(VI)’ da
Pseudomonas stutzeri S46 izolatinda oldugu (74,68 mg/L), en az EPS iiretiminin ise 10
ppm Cu(ll)” de Pseudomonas stutzeri S45 izolatinda oldugu (17,5 mg/L) goriilmiistiir.
Farkli agir metal konsantrasyonlarina bagli olarak EPS {iretiminin arttigin1 gdsteren
calismalar mevcuttur (Singh et al., 1999; Kazy et al., 2002; Kilig ve Dénmez 2007,
Oztitk ve Aslm 2008, Oztirk ve ark. 2010, Oztirk ve ark. 2014)
[121,126,131,132,133,135]. ilk olarak Singh ve arkadaslarmin 1999’ da
siyanobakterilerle yaptigi c¢alismada metal katyonlarinin, EPS wve tiyol Gretimini
destekledigini gostermislerdir. Pseudomonas aeruginosa ile yapilan calismada ise
ortamdaki Cu*? iyonlarmim EPS iiretimini 4 kat arttirdig1 tespit edilmistir [131]. Sharma
ve arkadaslarinin 2008’ de yaptig1 ¢alismada, Gleocapsa sp. ve Nostoc sp.” nin artan
krom konsantrasyonlarina bagli EPS {iretimleri incelenmis, 5 ppm ve 20 ppm araliginda
uygulanan Cr*® konsantrasyonlarinda, 5 ppm’ den sonra EPS iretiminin diistigi
gozlenmistir [139]. Bu ¢aligmada ise Pseudomonas spp. izolatlarina 5 ppm ve 15 ppm
araliginda uygulanan Cr* konsantrasyonlarindaki artig ile EPS iiretiminin de arttig1

gozlemlenmistir.

Bir¢ok farkli ¢evresel stres sartlarinin mikroorganizmalarin meydana getirdigi

biyofilim tabakasinda bulunan EPS yapisini arttirdig1 bilinmektedir. Ornegin kuraklik

65



faktorinin Pseudmonas sp.” mm EPS iiretimini arttirdigi belirlenmistir [138]. Siilfat
indirgeyen bakteriler Cr(Ill)’ e maruz kaldiklarinda biyofilimlerinde bulunan EPS
yapisinin % 82 arttigi gézlenmistir [57]. Aynm1 zamanda sulfat indirgeyen bakterilerin
karisik kiiltiirleri Cd I’ ye maruz kaldiklarinda metal baglayan polimerler ile birlikte
EPS miktarlarinda da artis oldugu tespit edilmistir [56].

Birgok bakteri hiicresi pH, kuraklik, sicaklik degisimleri ve agir metaller gibi stres
sartlarinda EPS {ireterek yasamlarini devam ettirmektedirler. Sentezlenen EPS kimi
zaman bakteriyi agir metaller gibi olumsuz ¢evre sartlarindan korurken, kimi zaman da
ortamda bulunan agir metalleri tuttugu bilinmektedir. Bu 6zellik bakterinin cinsine ve
agir metalin cesidine gore degismektedir [134]. Oztiirk ve Aslim 2010 yilinda yaptiklart
bir calismada tuz stresine maruz kalan siyanobacter izolatlarinin EPS miktarlarini
incelemis tuz konsantrasyonunun arttik¢a izolatlarin EPS miktarlarinda da artis

oldugunu tespit etmislerdir [135].

Sonug olarak endiistriyel ve tarim alanlarinda kullanilan, su ve karasal ekosistemlerde
risk olusturan organik kirleticilerin mikroorganizmalar yoluyla biyodegredasyon ve
biyoremediasyon caligmalar1 son yillarda 6nem kazanmis bir islemdir. Bu alanda
kullanilan mikroorganizmalar &zelliklede Pseudomonas spp.’ larin yardimi ile hem
cevrede sorun olusturan kirletici ajanlar ortadan kaldirilarak cevre kirliligi azaltilmasi
hemde biyoteknolojik agidan 6nemli olan ve ¢cok degisik endiistrilerde insanlara hizmet
eden metabolitlerin eldesinin biyoteknoloji alanindaki arastirmalara yeni bir boyut

getirecegi diisliniilmektedir.

Pseudomonas’ lar yaygin mikroorganizmalar olup bir¢ok metal direnglilik ¢aligmasi
bulunmaktadir. Ancak bu tezde ¢alisilan Cr(VI), Cd(II), Cu(Il) ve Mn(II) metallerinin
EPS iiretimine etkisi ile ilgili calismalar bulunmamaktadir. Bu agidan bakildiginda bu
caligma orijinal olup 6zgiin degeri yiiksektir. Bu sayede ekonomik dneme sahip EPS’

nin daha ucuza uretilmesi miimkiin olacaktir.

Calismada ¢evrede kirlilik yaratan ve canlilar iizerine toksik etkileri bakimindan risk
teskil eden agir metal iyonlarinin, atik sularda yaygin olarak bulunan Pseudomonas

cinsi bakteriler tarafindan ortadan kaldirilmasina yonelik ¢alismalar1 gergeklestirilmis
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ve bu esnada ¢ok degisik endiistrilerde 6nemli hammaddelerden olan ekzopolisakkaritin

bakteriyal kaynaklardan eldesi arastirilmistir.

EPS miktarlar1 yiiksek olan suslar ¢esitli sanayilerde kimyasal {iriinlere alternatif dogal
urinlerin tretilmesinde kullanilabilirler. Ayn1 zamanda EPS miktarlar1 yiiksek olan
suslarin atiksularda bulunan ve toksiditesi yiiksek olan c¢esitli metallerin gideriminde

kullanilmas1 ¢evre agisindan avantaj saglayacaktir.

Yapilan deneysel ve istatistiksel caligmalar sonucunda, EPS’ nin izolatlarin agir metal
direngliliginde koruyucu bir rol oynadig: tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin, bu
caligmanin devamima ya da baska arastiricilarin ¢alismalarina 151k tutacagi

diistiniilmektedir.
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