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OZET

Cevre kirliligi agisindan biiyiik problem olusturan agir metalleri ¢evreden
kalic1 olarak uzaklastirmak olduk¢a zordur. Agir metallerin giderimi amaciyla son
zamanlarda daha ekonomik olmasi ve ¢evreye =zararsiz olmasi nedeniyle
biyoteknolojik yontemlere de bagvurulmaktadir.

Bu tez galismasinda Kocaeli Darica ilgesinde endiistriyel kirlilik gosteren
bolgeden izole edilmis alti adet bakteri izolati farkli yontemler kullanilarak
karakterize edilmigtir. Bakteri izolatlarmin metal isletmesi atiksularinda
bulunabilecek bes farkli metali (Bakir, Krom, Demir, Nikel ve Cinko) giderme
kapasiteleri sentetik atiksu kullanilarak kesikli ve siirekli sistemde belirlenmistir.
Hiicreler giderim veriminin artirilmasi agisindan polimere tutuklanmuslardir. Nla,
Nlc, N3a N4c, N5a, N5b olarak kodlanan alt1 izolat arasinda kesikli sistemde en
yiiksek giderimi gosteren sus N4c olarak belirlenmistir.

N4c izolat1 stirekli sistemde polimere immobilize edilmis ve immobilize
olmus hiicrelerin karigik metal igeren sentetik atiksudaki metalleri giderme kapasitesi
iki farkli akis hizinda ¢alisilmastir.

Ndc ile Cu®* giderimi yaklagik alti giin siiresince yiiksek verimde (%90
verimle) gergeklegmistir. [zolatlarin atik gamur ortaminda gerceklestirdikleri giderim
metal fabrikasindan alman atikgamur ve bir tesisten alinan evsel atiksu ¢amuru
kullanilarak yapilmistir. Camur kullanildiginda metallerin biiyiik bir kismimn ¢camur
taneciklerine yapistign ig¢in ortamdan uzaklastift gorilmiistiir.  Izolatlarin
tanimlanmast igin 16SrRNA gen dizileri tespit edilmis ve gen bankasindaki diger
mikroorganizmalarla kiyaslanmugtir. Diger test sonuglari da (koloni morfolojisi,

oksidaz testi, gram boyama gibi) dizi sonuglarini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Afir metaller, biyogiderim, hiicre immobilizasyonu.
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SUMMARY

Nowadays heavy metals are major problem. Permanent removal of metals,
which create major health problems for the human beings and other living organisms,
from environment is very difficult. Biotechnical methods are resorted for the removal
of heavy metals because these methods are more economical and environmentally
friendly as compared to physical and chemical methods.

In this study, six bacterial strains isolated from industrially polluted region of
Darica district of Kocaeli were characterized by using different characterization
techniques. The ability of bacterial isolates for removing five different metals
(copper, cromium, iron, nickel and zinc), which can be found in the wastewater of
metal plating industries, was determined in batch and continuous system by using
synthetic wastewater.

The cells were immobilized on polymeric matrix in batch system. Among the
six bacterial isolates coded as Nla, Nlc, N3a N4dc, N5a, N5b, the isolate N4c was
determined to be the most efficient strain for metal bioremoval in batch system.
Bioremoval of Cu®" reached above 90% and system could work for 6 days.
Bioremoval efficiency of the isolates were studied by using the sludge from metal
plating industry and also domestic waste water. When sludge was used, most of the
soluble metals were adsorbed on the surface of particules in the sludge. The bacterial
isolates were identified by determining their 16STRNA gene sequences and
comparing the sequences with those of other batcteria in gene bank. The cellshape,

oxidase test, Gram reaction also supported this result.

Key words: Heavy metals, biyoremoval, cell immobilization.
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1. GIRIS

Diinyada giderek artan niifusla birlikte gelisen teknoloji ve hizli sanayilesme
sagladig rahatlik ile birlikte ¢evre kirliligi problemini de beraberinde getirmektedir.
Hizli niifus artisiyla birlikte artan yerlesim alanlart ve sanayi tesislerinden
kaynaklanan kati, sivi ve gaz formundaki atiklar, doganin dengesini bozmakta ve
canlilig1 tehdit etmektedir [Arceivala, 1976].

S6z konusu sanayi kuruluslari, siiregleri geregi ¢esitli agir metalleri
kullanmakta ve atiklarinda yiiksek konsantrasyonlarda civa, ¢inko, kobalt, bakir,
demir, kursun, krom, arsenik ve giimiis gibi agir metal iyonlarmi igermektedirler
[Agcasulu, 2007]. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde kapit endiistrisi, metal
kaplama fabrikalarinda, pestisitlerde, giibre endiistrisinde, tabakhanelerde olusan agir
metaller direk veya indirek olarak g¢evre kirliligine yol agmaktadir. Agir metaller
yasayan organizmalarda birikime sebep olmaktadir wve bunlarin toksik ve
karsinojenik etkileri vardir [Fenglian ve Wang, 2010].

Apgir metaller ¢evrede pestisit veya petrol Uritinleri gibi organik kirleticilere
oranla daha kalic1 zararlara sebep olmaktadirlar. Air metaller; yeralt: sularinda
gerceklesen dogal proseslerle veya topraktaki pH degisimleri ile yer kabugunda
meydana gelmektedirler. Yeralt: sularindaki kirlilige genellikle maden atiklarindan,
¢op atiklarindan gelen, endiistriyel atiklardan ve lagilinlerden gelen sizinti sulari
sebep olmaktadir [Hashim et al., 2011].

Doganin sinirli ve yavas bir yenileme kapasitesine sahip olmasindan dolay:
¢evre sorunlarimin ¢dziimiine yonelik teknolojilerin gelistirilmesi zorunlu hale
gelmistir. Bu teknolojilerden biri olan ¢evre biyoteknolojisi, canli organizmalarin ve
onlardan elde edilen iiriinlerin, zararli atiklarin aritiminda ve ¢evre kirlili§inin
onlenmesinde kullanilmasini kapsamaktadir. Fiziksel veya kimyasal prosesler yiiksek
miktarlarda metal igeren atiklarin aritilmas: igin elverisli ve ekonomik sayilabilir
ancak diisiik konsantrasyonlarda metal igeren biiyillk hacimlerdeki atiksularin
aritiminda biyolojik ydntemlerin daha ekonomik oldugu rapor edilmektedir [Wang
and Chen, 2009], [Volesky, 2001]. Cevre biyoteknolojisi, sanayi atiklarindan agir
metalleri uzaklastirmak i¢in mevcut konvansiyonel fiziksel ve kimyasal yontemler
yaninda dogal bir alternatif sunmaktadir [Chen and Gu, 2005].

Bu ¢alismada Kocaeli ili Darica ilgesinde endiistriyel kirlilik gosteren

bélgelerden alti adet bakteri izolasyonu yapilmistir. Bu izolatlar farkli yontemler



kullanilarak karakterize edilmistir. Izolatlarin koloni morfolojileri, oksidaz testi
sonuglari, gram boyamalar1 ve mikroskobik goruntilerine bakilarak 6n
karakterizasyonlart yapilmistir. Tanimlanmalari i¢in 16SrRNA gen dizileri
belirlenmistir. Bu diziler gen bankasindaki diger mikroorganizmalarin 16SrRNA
dizileri ile kiyaslanarak bilinen mikroorganizmalara benzerlik oranlar1 tespit
edilmistir. Bakteri izolatlarinin metal igletmesi atiksularinda bulunabilecek bes farkli
metale (Demir, Bakir, Cinko, Nikel, Krom) olan toleranslari ve bu metallerin farklh
konsantrasyonlarini giderme verimleri incelenmistir. Metal oSl¢limleri ICP-OES

(Perkin Elmer Optima 7000) cihazinda yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Toprak veya su kaynaklarina karisan bazi  kirletici  maddeler
uzaklastirilabildikleri veya biyolojik olarak pargalanabildikleri halde, agir metallerin
parcalanarak giderimleri s6z konusu degildir. Alici ortamlara girmis bulunan agir
metaller, yiiksek oranlarda birikebilmeleri nedeniyle kimyasal ve biyolojik siireclent
olumsuz yonde etkilemektedirler, bu nedenle en tehlikeli kirletici grubu olarak
nitelendirilirler. Afir metallerin dzellikle su ortamindaki besin zincirinde birikerek
organizmadan organizmaya artan konsantrasyonlar halinde tagindigi bilinmektedir
[Straub et al., 2001].

Bir metalin toksisitesi, makromolekiil, metabolit ve hiicre organelleriyle
birlikte biyolojik sistemlerdeki dinamik yasam proseslerine zarar verme kapasitesine
dayanir. Afir metaller, metabolik reaksiyonlar1 yavagslatarak canli organizmalara
toksik etki gosterir. Organizmaya agiz, solunum ve deri yoluyla almip birikirler
[Agcasulu, 2007]. Agir metal igeren ¢ozeltilerin toksik etkisi organizmanin tiiriine,
ireme zamanina, su ortamunin 1si, 151k, tuzluluk gibi fiziksel degiskenlerine ve
metalin cinsine gore dedisir. Ancak genel olarak metallerin hepsi, birden fazla organ
ve sistemi etkiledigi i¢in tek bir biyokimyasal proses etkilenmemektedir [Forstner
and Wlttmann, 1981]. Bu biiyiik tehlike insanlar tarafindan fark edildiginden beri
agir metal kirliligi olusturan endiistri kuruluglarindan cikan atiklarin bertarafi ile
ilgili caligmalar 6nem kazanmustir.

Bilim adamlarina gore; antropojenik kaynakli olarak atmosferden diger
ekosistemlere dagilan arsenigin yillik 22 bin ton, kadmiyumun yillik 70 bin ton,
kursunun yillik 400 bin ton, bakirin yillik 56 bin ton, ¢inkonun ise yillik 214 bin ton
civarinda oldugu ifade edilmektedir [Cepel, 1997].

Doganin sinirli ve yavas bir yenilenme kapasitesine sahip olmasindan dolay1
cevre sorunlarinin ¢oziimiine yonelik teknolojilerin gelistirilmesi zorunlu hale
gelmistir. Bu teknolojilerden biri olan ¢evre biyoteknolojisi, canli organizmalarin ve
onlardan elde edilen iiriinlerin, zararli atiklarin aritiminda ve gevre kirliliginin
onlenmesinde kullanilmasini  kapsamaktadir [Silva et al, 2008]. Cevre
biyoteknolojisi, sanayi atiklarindan afir metalleri uzaklagtirmak igin mevcut
konvansiyonel fiziksel ve kimyasal yontemler yaninda dogal bir alternatif

sunmaktadir. Son yillarda biyoteknolojik uygulamalar atiksularin aritilmasinda ve



agir metal gideriminde oldukga yaygin sekilde kullanilmaktadir [Hashim et al.,
2011].

Apir  metallerin  endlistrivel atitk sulardan veya afir metal ile
kirlenmis/kirletilmis gevresel su kaynaklarmdan uzaklastirilmasinda gesitli kimyasal
ve fiziksel yontemler kullanilmaktadir [Cabuk vd., 2007]. Yontem se¢iminde metalin
tiirli, suda bulunma sekli ve derisimi gibi faktorler 6nem tagimaktadir [Yilmazer,
2006]. Kimyasal ¢Oktirme, kimyasal oksidasyon, kimyasal indirgenme, elektro-
kimyasal yontemler, buharlastirma yoluyla geri kazanim, filtrasyon, iyon degistirme
ve membran teknolojisi endiistriyel atik sulardan agir metalleri uzaklastirmak igin
kullanilan bazi metodlardir [Gavrilescu, 2004].

Biyoteknolojik yontemlerin gelismesi sayesinde bu geleneksel y&ntemlere
yeni alternatifler olusturulmustur. Biyosorpsiyon ve adsorpsiyon yontemleri agir
metal gideriminde en ¢ok kullanilan biyoteknolojik yontemlerdir [Web 1]. Bu
yontemler, maliyetlerinin diisiik olmast ve kullanilacak materyal olanagimin g¢ok
olmasi nedeniyle kullanilmaktadir. Hem canli hem de 6lii mikroorganizmalar
metalleri tutma &zelligine sahiptirler [Beveridge et al., 1980]. Algler, mayalar,
mantarlar ve bakteriler yiizeylerinde agir metal adsorplayabilme yetenegi olan
mikrobiyal tiirlerdir. Diisiik pH’lar da biyoaritim saglayabilmek i¢in en sik kullanilan
biyokiitle tiirleri arasinda bakteriler bulunmaktadir. Canli veya &lii birgok mikrobiyal
hiicre tiiri metallerin hem ¢6ziinen hem de kati hali igin etkin birer
biyoakiimiilatordiirler. Metal toplayici biyoprosesler, olii biyokiitleler tarafindan
tutunma ile ya da yasayan hiicrelerin biyoakiimiilasyonu ile ger¢eklesebilmektedir
[Cossich et al., 2003], [Kratochvil et al., 1998].

Tiim mikroorganizmalarin hiicre ylizeyi, gesitli anyonik yapilar nedeniyle
negatif yiikle yiikliidiir ve bu durum sonucunda bakteriler metal katyon baglama
yetenegine sahiplerdir. Cesitli mikrobiyal tiirlerin atiklarda bulunan metal iyonlarinin
biyosorpsiyonunda olduk¢a verimli olduklar1 gézlemlenmistir. Mantarlar, mayalar,
yosunlar, algler ve bakteriler gibi pek ¢ok mikrobiyal tiiriin yiiksek miktarlarda agir
metal biriktirebildikleri bilinmektedir. Agir metal gideriminde kullanilan canli ve 6lii
biyokiitleler (mikroorganizma, bitki vs.) biyosorbent veya adsorbent terimi ile ifade
edilirler. Bakterilerin yiizey/hacim oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ok iyi
biyosorbentler olduklar1 belirtilmistir [Beveridge et al., 1989], [Nuzhat et al., 2001],
[Maier et al., 2000].



Literatiirde agir metal iyonlarinin adsorbsiyonunda mikroorganizmalarin
kullanilmas: ile ilgili pek ¢ok galigma bulunmaktadir. Ilk ¢aligmalar [Polikarbov,
1966] tarafindan gergeklestirilen radyoaktif elementlerin sulu ortamda
mikroorganizmalar tarafindan dogrudan adsorblanabildigini gostermesi 1ile
baslamistir. Polikarpov, mikroorganizmalarin bu &zelli§inin yasam fonsiyonlarindan
bagimsiz oldugunu iddia etmistir. [Zajic and Chiu, 1972], yaptiklar1 ¢alismalarda,
uranyum giderebilen bir fungal kiiltiirii atiktan izole etmeyi basarmistir. [Beveridge
and Murray, 1980], Bacillus subtilis’in saf hiicre duvarim yiiksek atom numarali
elementleri adsorpladifini ve adsorplanan elementlerin geri kazanilabilecegini
gOstermistir. [Tsezos and Volesky, 1981], uranyum ve toryum adsorpsiyonunda
degisik tiirde mikroorganizmalar kullanilarak, farkli sicaklik ve pH degerlerinde
adsorpsiyon izotermleri ¢ikarmis, sonuglar: aktif karbon ve iyon degistirici recineler
ile yapilan adsorpsiyon ¢alismalariyla karsilagtirllmis ve mikroorganizmalarin daha
etkin adsoptif 6zelliklere sahip olduklarinm kanitlamiglardir.

Mikroorganizmalarla metal adsorbsiyon kinetigi iki basamaktan olusur.
Birinci basamak organizma ylizeyinde fiziksel adsorbsiyon veya iyon degisimidir.
Bu basamaga genellikle pasif giderim denir. Bu basamak ¢ok hizhidir ve
mikroorganizma metal ile etkilestikten kisa bir slire sonra denge olusur. Hizli
giderme genellikle ylizey adsorbsiyonu sonucudur [Tsezos and Volesky, 1981].
Metal aliminda ikinci basamak, metal iyonlarimin hiicre zarindan igeri taginimini da
iceren, metabolik aktiviteye bagli, daha yavas, hiicre i¢i giderim basamagidir ve bu
basamak aktif giderim adim alir.

Agir metal adsorpsiyonunda canli hiicreler kullanilmasinin sagladigr bazi
yararlar vardir. Canli hiicreler kullanildiginda metal hiicrelerin i¢inde toplandigindan
sabit bir konumdadir ve pH degisimine daha az duyarlidir. Canli hiicre kullanimi
kuvvetli baglanmis kompleksler halindeki metallerin artiminda §zellikle tercih edilir.
Metabolik aktivite, metalin degerligini degistirmede veya organik maddelerle
kompleks olusturmus metalleri gidermede etkili olabilir [Tsezos and Volesky, 1981].
Canl1 hiicreler kullanilmas: halinde adsorbsiyonda etkili olan zinciri gelistirmek ya
da metalin zehirli etkisini tolere edebilmek i¢in genetik miidahale potansiyeli vardir.

Agir metallerin toksik etkileri nedeniyle diisiik metal konsantrasyonlarinda
calisilmasinin gerekmesi, hiicrelerin {iretilmesi igin besin ortami bilesenlerine
gereksinim duyulmasi gibi problemler canli hiicrelerle ¢alismanin dezavantajlart

arasinda sayilabilir. Ayrica tiiketilmeyen besin ortamu bilesenleri de dig atimda yer



alir. Sistem tanimlanamadig i¢in matematiksel modellemesi de gii¢ olabilir [Tsezos
and Volesky, 1981]. Biyosorpsiyon metalle biyokiitle arasindaki iligki ile metallerin
giderilmesi islemidir. Serbest veya immobilize formda hiicreler biyosopsiyon islemi
icin kullamilabilir. Genellikle cansiz hiicreler 6zellikle maya hiicreleri immobilize
sistemlerde iyi bir biyoadsorbant gorevi gérmektedir [Bayhan, 2001], [Dénmez ve
Aksu, 1999], [Stoll and Dunkan, 1997].

Literatlirde  endiistriyel atiksularlarin  mikroorganizmalar  kullanilarak
giderimine iligkin ¢aligmalar bulunmaktadir [Stoll and Duncan, 1997]. Kaplama
endiistrisi atiksularindan Cu?*, Cd*", Cr’*, Ni** ve Zn** agir metallerinin giderimini
cansiz tutuklanmis maya hiicreleri kullanilarak farkli reaktsér konfigiirasyonlariyla
calismistir [Bayhan vd., 2001]. Eskisehir metal isleme endiistrisi atiksulari ile
yaptiklar1  galismada atik biyokiitleyi silika jele hapsetmigler ve bu tutuklanmis
biyokiitle ile atiksudaki nikel iyonlarini gidermislerdir [Akar vd., 2009]. Chatterjee
et. al. tarafindan 2010 yilinda yapilan bir c¢alismada ise Geobacillus
thermodenitrificans hiicrelei kullanilarak Fe**, Cr**, Co*, Cu®", Zn®", Cd*, Ag' ve
Pb*" agir metallerinin giderimi aragtirilmigtir.

Metal kaplama iglemlerinde iki tip atiksu olugur. Kesikli kaplama ¢ozeltileri
ve yikama calkalama sulari siyirma, yikama, temizleme ve kaplama islemlerinden
olusan atiksular karisik kimyasal maddeleri ve siyaniir igerir. Farkli tesislerde pH’ya
bagh olarak olgiilen metal miktarlar: Tablo 2.1°de verilmistir [Arceivala, 1976].
Metal kaplama endiistrisi atiklan ¢ok yiiksek hacimde olmamalarina karsin toksik
icerik agisindan yogun atiklardir. Metal kaplama endiistrisi atiklarinda bulunan
metallerin geri kazamimu i¢in iyon defigimi veya ters ozmoz gibi yontemler
kullanilmaktadir. Biyolojik yontemlerle de metal atiksulari artilabilir. Bunun igin
aktif camur prosesleri kullamlir. Aktif ¢amur isleminden énce siyaniiriin giderilmesi

gerekebilir. Siyaniir degisik oksidasyon yéntemleri ile giderilebilir [Sengiil, 1991].

Tablo 2.1: Metal kaplama atiksularinin bazi kimyasal parametre degerleri.

Farkl: tesislerdeki cu”t |[Fe" [Ni& [za” Cr"" | Toplam

atiksularin pH degerleri | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) | Cr
(mg/L)

A (6) 16 11 0 0 0 1

B (14) 19 3 0 0 0 0.5

CH0.2) 58 1.2 0 0 204 246

D (1.2) 35 8 555 | 612

E (15) 8 8 26 36

F (10) 6 2 25 39




Daha Onceki galismalarimizda bu g¢alisma kapsaminda kullamlacak olan alti
bakteriyel izolatin 40-50 mg/L bakir veya demir varlifinda saglikli Greyebildikleri ve
giderim yapabildikleri gézlenmistir [Olmezoglu, 2008].

Demire direngli olan mikroorganizmalarin 200 mg/LL demir varlifinda
lireyebildikleri de gortilmistiir [Karlik, 2010]. Yiksek miktardaki demir (II) havadan
kaynaklanan oksidasyonla demir (III)’e doniiserek ¢oker ve bu sekilde giderilebilir,
diistik konsantrasyonlardaki demir biyolojik yollarla giderilmeye daha elverislidir.
Izolatlarin bakir konsantrasyonu yiikseldik¢e tireme hizlari diismesine karsin 100
mg/L bakir konsantrasyonununa kadar lreme gosterdikleri goriilmiistiir. Ong ve
arkadaglarinin ~ (2003) yapmis oldugu bir ¢alismada aktif c¢amurdaki
mikroorganizmalarin bakira karsi direngleri 1-49 mg/L. bakir konsantrasyonlarinda
denenmig ve bakir igeren atiksudaki giderim verimleri incelenmistir. Bu ¢alismada
aktif karbon, piring kabugu gibi materyaller adsorbant olarak kullamlmugtir. Aktif
camurdaki bakir miktar1 7 mg/L’nin lzerine ¢iktifinda mikroorganizmalarin
aktivitelerinin diistligli g&sterilmistir.

Atiksudaki metal konsantrasyonlar1 atiksuyun cinsine gore degismektedir.
Omegin bakir kaplama endiistrisinin atiksuyunda bakir miktar1 1,2 g/L iken
akrinonitril atiksuyunda bu deger 0°dir [Shin et al., 2009]. Yiksek metal
konsantrasyonlarinda mikroorganizmalarin aktivite géstermemelerinden dolay1 ¢ok
yiksek konsantrasyonlarda aZir metal iceren atiksularin aritiminda canli
mikroorganizmalarla giderim yapmak yerine fiziksel veya kimyasal konvansiyonel
yontemler tercih edilmektedir. Aktif ¢camur sisteminde ise aritim verimi diger
mikroorganizmalara da baglidir. Bu nedenle aktif ¢amurda as1 olarak kullaniimasi
diigtintilen bir mikroorganizmanin 50-100 mg/L bakir konsantrasyonuna diregli
olmasi yeterli olabilir. Ancak bu mikroorganizmanin aktif ¢amur sistemindeki zor
kosullara direngli olmasi ¢ok daha onemli bir faktordiir. Aktif ¢amur ile ilgili
calismalarda test edilen bakir konsantrasyonlar1 genellikle 50 mg/L’nin altindadir ve
yiiksek konsantrasyonlarda giderim veriminin diistigli gériilmiistiir [Pamukoglu ve
Kargi, 2007], [Nicolau et al.,2005], [Sag vd., 2003], [Cabrero et al., 1998].

Nlc ve Nb5a olarak adlandirdigimiz izolatlarin 20 mg/L bakir igeren
besiyerinde pH 6,8 de ve 30 °C de yaklasik % 80 giderim sagladiklar1 bulunmustur.
Bakir konsantrasyonunun 70 mg/L. ye g¢ikarilmas: giderim verimini diigtirmiistiir
[Olmezoglu, 2008]. Demir giderimi yapan izolatlardan N1a izolat: ise 50 mg/L demir

iceren besiyerinde inkiibasyonun ilk saatinde deney kosullarina gore %40-%72



arasinda giderim saglamistir. Diger izolatlar bir glin sonunda yiiksek verimlilikte
giderim saglamislardir. Inkiibasyonun ilerleyen giinlerinde ise biyogiderim % 80’¢
ulasmigtir. Havadan kaynaklanan oksidasyon nedeniyle inkiibasyonun {i¢iincii
giiniinden sonra giderim % 95-100 arasinda dl¢tilmiistiir [Karlik, 2010].

Bu tez galigmasi kapsaminda demir ve bakir giderim verimleri daha 6nceki
calisilmalarda belirlenmis olan bakteri izolatlar1 kullamilmistir. Izolatlar giderim
veriminin artirilmasi amaciyla daha 6nceki ¢alismalarda hiicre tututklamak amaciyla
kullanilmis olan divinylbenzen polimerine immobilize edilmislerdir. Immobilize
hiicreler yiiksek yogunluga ulasabilirler ve bu hiicrelerin reaktdr verimlilikleri
yiiksektir, Immobilizasyon daha c¢ok siispansiyon kiiltiirleri destekler niteliktedir.
Ayrica immobilizasyon mikrobiyal reaktdrde kiitle transfer karakteristigini
desteklemektedir, bdylece hiicre kiitlesi boyunca besin kaynag: ve {irliniin etkinligi
artmig olur. Bakteri immobilizasyon uygulamalar1 i¢in mikropor6éz yapili divinil
benzen kopolimeri kullanmilmig ve bagarili sonuglar alinmistir [Akay vd., 2004]. Bu
polimer ayrica maya hiicrelerinin tutuklanmasi ve siirekli sistemde etanol {iretimi igin
de kullanilmigtir [Karagdz vd., 2008]. PolyHIPE olarak da bilinen ylizeyi hidrofobik
olan bu polimer mikropor6z bir yapiya sahiptir ve yiiksek hiicre yogunlugu igin
elverisli bir ortam saglar.

Bu tez galismasinda, yukarida bahsi gecen izolatlar genetik yontemler ve
biyokimyasal karakterizasyon kitleri kullanilarak tamimlanmaya c¢alisilmis ve bu
izolatlarin metal kaplama endistrisi atiksularinda bulunabilecek (Tablo 2.1°de
verilmig olan) bes farkli metali giderme kapasiteleri 6zgiir ve tutuklanmig

formlarinda, kesikli ve siirekli sistemlerde incelenmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Mikroorganizmalar:i Tanimlama Calismalar:

Karakterizasyonda 16SrRNA dizileri, gram reaksiyonlari, oksidaz testi ve
RAPID kimyasal karakterizasyon testine verdikleri reaksiyonlar dikkate alinmistir.
Ancak karakterizasyonda en belirleyici yontem izolatlarin 16SrRNA dizilerinin diger

bakteri tiirleri ile benzerlikleri olmustur. Diger yontemler destekleyici niteliktedir.

3.1.1. izolatlarin 16SrRNA Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile Cogaltilmasi

Nla, Nlc, N3a, N4c, NS5a, N5b olarak isimlendirilen izolatlar LB
besiyerinde bir gece iiretilmiglerdir. Hiicreler toplanmis ve genomik DNA’lar
Fermentas genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir. Bu genomik
DNA’lar 16SrRNA genlerinin ¢ogaltilmasi amaciyla PCR’da kalip DNA olarak
kullamlmigtir. 16SrRNA genlerinin PCR ile g¢ogaltilmas: i¢in evrensel primerler
olarak bilinen primerler kullanmilmigtir (Primerler: ileri
S’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ve geri 5’ ACGGCTACCTTG TTACGACTT).

PCR reaksiyon kartgimi 28 pl su, 5 pl 10x PCR Mg** tamponu, her bir
primerden 50 pmol, 5pl 2 mM dNTP, 0.5 pg genomik DNA ve 3 Uf Taq polymeraz
enzimi i¢ermektedir. PCR 35 déngtide tamamlanmistir ve her dongii 94 °C’de 1
dakika, 58 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 2 dakika siirmektedir. Reaksiyon sonrasi elde
edilen DNA’lar % 0.9’luk agaroz jelde ayristirilarak gézlemlenmislerdir. PCR
trtinleri DNA dizilerinin belirlenmesi amaciyla Qiagen DNA saflastirma kiti
kullamlarak jelden saflagtirilarak g¢ikarilmislardir. DNA dizileri fontek firmasinda

belirlenmistir.

3.1.2. Gram Boyama

Gram boyama iglemi igin Oncelikle taze bakteri kiiltiiriinden bir damla
bakteri solusyonu lam iizerine damlatilmig, kurutulmus ve 1-2 saniye aleve tutularak
lama yapismalar saglanmistir. Preparat {izerine kristal viyole (Gentiana viyole)
dokiilmily ve 1 dakika bekletilmistir. Lam iizerinde kalan kristal viyolet boyast

dokildiikten sonra Gram iyot (Lugol) preparat iizerine ilave edilmis, yaklasik 1
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dakika beklenmistir. Daha sonra Preparat %96°lik etil alkol ile 2-3 kez yikanmisgtir.
Su ile yikandiktan sonra safranin boyasi ile 15 saniye boyanmustir.

Tekrar su ile yikama yapildiktan sonra kurutulmustur. Preparatlar trinokular
Faz Kontrast Mikroskop (Carl Zeiss, Axio Scope Model) kullamlarak immersiyon
objektifi ile incelenmis ve Axiocam Icc3 3.3 Mp Firewire Connection Dijital Kamera

(Carl Zeiss) kullanilarak gériintii alinmastir.

3.1.3. Oksidaz Testi ve RAPID Kiti ile Biyokimyasal
Karakterizasyon

Oksidaz testi RAPID kiti ile birlikte gelen bir solusyon ile yapilmaktadir.
RAPID Kkiti ise tezin ekinde verilen farkli test sonuclarini 4 saat inkiibasyondan sonra
gorebilecegimiz kuyucuklardan olugan bir kit seklindedir. Test sonucunda olusan
renkler RAPID test kitapgiginda verilmis olan standart bakteri tiirlerinin vermis

oldugu sonuglarla kiyaslanmakta ve tanimlama bu sekilde yapilmaktadir.

3.2. Mikroorganizmalarin Metal Giderim Kapasitelerinin
Incelenmesi

3.2.1. Kesikli Sistemde Giderim

Calisma kapsaminda metal giderim kapasiteleri belirlenecek olan alti izolatin
metal giderim verimleri bes farkli metalin farkli konsantrasyonlari igin belirlenmistir.
Bu deney kesikli kosullarda 100 ml hacimli vidali kapakli siseler kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Kesikli sistemde tutuklanmig hiicrelerin metal giderim
kapasiteleri 48 saat siiresince drnek alinarak belirlenmistir. Hiicreler dncelikle 50 ml
LB besiyerinde 30 °C de 2 giin siireyle galkalanarak {iretilmislerdir. Ureyen hiicre
kiltiiri iginde 3-4 mm boyutunda 2 gr polimer bulunan 100 ml’lik vidali kapakli
siselere alinmis ve ¢alkalanmadan inkiibasyona birakilmislardir.

Polimerler [Karagdz vd., 2009] tarafindan tarif edildigi gibi hazirlanmstir. 5.6
ml stiren, 2.6 ml divinilbenzen ve 1.8 ml span 80 50 ml’lik falkon tiiplerde
karigtinlmistir. Daha sonra 40 ml %1.25 potasyum peroksi disiilfat eklenip hizli bir
sekilde 5 dk ¢alkalanmigtir. 60 °C’lik etiivde 5 dk dik bir sekilde bekletildikten sonra
3 dk hizh bir sekilde calkalap karistirilarak tekrar etiive yerlestirilmistir. Bu islem

iki kez tekrarlandiktan sonra polimer etiivde 24saat bekletilmeye almmuistir. 24 saat
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sonunda katilagan polimer falkon tiipiinden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra yine aym
sicakliktaki etiivde kurumaya birakilmugtir. Iyice kuruyan polimer daha sonra el ile
kiiglik pargalara ayrilmis ve bu pargalar elekten gegirilmistir. Boyutu 4-8 mes (3,2-
6,3 mm) aralifindaki tanecikler reakttrde hiicre tutuklamak igin kullanilmiglardir.
Bir giin sonra sige igindeki sivi kiltiir bosaltilmis, yilizeyinde hiicrelerin
tutuklanmig oldugu polimerler {izerine 30 ml taze LB besiyeri eklenmis ve bir giin
inkiibasyona birakilmigtir. Bu iglem {i¢ kez tekrar edilmigtir. Bu sayede polimer
tizerine tutuklanan hiicrelerin miktarinin artmasi saglanmustir. Tutuklu hiicrelerin
metal giderim verimleri sentetik atiksu kullanilarak gergeklestirilmigtir. Sentetik
atiksuya ilave edilen bes farkli metal i¢in (Fe**, Zn®*, Cu®', Cr*" ve Ni*") giderim
kapasiteleri iki giin boyunca alinan {i¢ ornekte (0., 24. ve 48. saat ornekleri)
dltilmiigtir. Olgtim igin bolimiimiizde bulunan ICP-OES (Perkin Elmer Optima
7000) cihazi kullanilmistir. Metal giderimi asagida igerigi verilen sentetik atiksu

kullanilarak yapilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Sentetik Atiksu Bilesimi.

Sentetik atiksu g/L
Glikoz 2
Pepton 1

Ure 0.5
KH,PO, 1
Ko,HPO, 1.5
(NH4),SOq4 0.1
MgSO4x7 H,0O 0.2
NaHCO; 0.0154
CaClx 2 H,O 0.05
NaCl 0.05
KC1 0.01
CuSQ4%x5H,0 0.00015
MnSO4x H,O 0.0108
ZnCl, 0.00038
CoClLx6H,0 0.0007
FeCl;x6H,0 0.0015
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Metallerin stok solusyonlari agagidaki kimyasallar kullanilarak hazirlanmistir.

e CuSO4 x SH,O

e 7ZnCl,

e Cr (NO;); x 9H,0
e N;NiOg x 6H,0

e FeSO4 x TH,O

3.2.2. Siirekli Sistemde Giderim

180 ml hacimli reaktér kullamlmugtir. Bu reaktdr; paslanmaz celikten

yapilmustir, i¢ ¢apt Scm dir, duvar et kalnligi 3 mm dir, 9,2 cm su siitunu
yiiksekligine sahiptir.
Reaktér Karagdz ve arkadaglarmin (2009) tarif ettigi sekilde hazirlanmistir. Yaklasik
3 mm ¢apinda polimer pargalari ile doldurulan reaktdr hiicre immobilizasyonundan
once steril edilmigtir. Polimer %90 poroz yapiya sahiptir. Reaktorde kullanilacak
polimerlerden 7,9 g tartildiktan sonra reaktér bu malzemeyle doldurulmus ve
polimerlerin {izerine cam yiinii konularak reaktor kapagi kapatilmustir. Steriliasyon
icin reaktdr ve kullanilacak hortum gibi malzemeler, aliiminyum folyo ile sarilip 121
°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir.

LB besiyerinde (Tablo 3.2) 2 giin iiretilmis 1 L N4c hiicre kiiltiirii 1 ml/dk akig
hiziyla reaktore gonderilmis ve hiicrelerin polimere tutuklanmalari saglanmustir.

Hiicrelerin reaktére gonderilmesi islemi tamamlandiktan sonra giderim
yapilacak olan sentetik atiksu reaktore farkli akis hizlarinda gonderilmistir. Her akis
hizi igin reaktér yeniden polimerle doldurulmus ve hiicreler immobilize
edilmiglerdir. ReaktSriin kurulmasi ve isletilmesi her akis hizi i¢in 1 haftada
tamamlanmugtir. Reaktor i farkli akis hizinda (0,5 ml/dk, 1 ml/dk ve 2 ml/dk) ikiser
kez calistirilmis ve toplamda 6 kez galistinilmistir. Ayrica farkl siirelerde reaktdr
¢ikigindan LB agar besiyerine ekim yapilmis ve immobilize hiicrelerin 6liim siireleri
tespit edilmistir. Polimere tutuklanan hiicre miktarinin tespit edilmesi i¢in polimerler
reaktdre yerlestirilmeden 6nce ve proses bitiminde tartilmiglardir. Aradaki agirlik

fark1 immobilize olan hiicre kiitlesi olarak alinmistir.
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Tablo 3.2: Luria Broth Besiyeri Bilegimi.

Luria Broth (LB) Besiyeri
Pepton 10g
Yeast ekstrakt (Maya 0ziitii) 5g
NaCl 10
Su 1L

3.3. Ureme Egrisi ve Canh Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Izolatlarin  farkli metaller varlifindaki tremeleri OD  600nm’de
spektrofotometre kullanilarak alinan absorbans ile belirlenmistir. Inkiibasyonun 0.
saatinde alinan absorbans degerleri dort giinliikk inkiibasyon sonunda alman
absorbans degerlerinden ¢ikarilarak tireme miktar1 tespit edilmistir. CFU (colony
forming unit, koloni olusturabilen iinite) tespitinde ise tiremenin belirli giinlerinde
alman kiiltir seyreltilerek LA besiyerine yayilmis ve olusan koloniler sayilmistir.

Hesaplama asagidaki gibi yapilmustir:

e CFU/ml= (koloni sayis: x seyreltme katsayisi)/agara ekilen kiiltiir miktari.

3.4. ICP ile Metal Analizi

Metal analizi yapmak i¢in oncelikle hazirlanan kalibrasyon ¢ézeltilerinin
konsantrasyonlar1 6l¢lilmiis ve olgiilen degerlere gére bir kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Kiiltiirlerden alinan 2 ml érnek 6000 rpm de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda stipernatant kismi mikropipetle alinarak yeni tiiplere
aktarilmig, tlipin dibinde kalan kisim atilmugtir. Santrifiij islemi sonrasinda yeni
tiiplere aktarilan siipernatantlar 1/10 oraninda seyreltilmis ve metal miktar: tayini
ICP-OES (Perkin Elmer Optima 7000) cihazi ile metal analizleri i¢in sertifikali
standart ¢Ozelltilerinden uygun kalibrasyon araliklarinda konsantrasyonlar

hazirlanarak analizler gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Karakterizasyon Calismalari

4.1.1. 16SrRNA Dizilerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin genomik DNA’lari kit kullamilarak izole edilmis ve
metot kisminda verilen primerlerle PCR gergeklestirilmistir. PCR sonucunda alinan
bantlar (Sekil 4.1) jelden kesilerek DNA dizi analizi i¢in saflastirilmistir. Bu sekilde
1 ve 2 bakteri izolatlarina ait PCR iiriinlerini 3; markorii ifade etmektedir. Tontek
Firmas: (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan tespit edilen 16SrRNA gen dizileri diger
bakterilerle benzerliklerinin saptanmasi amaciyla NCBI BLAST analizi igin
kullanilmigtir. Dizilerin BLAST analizi sonucunda en yiiksek benzerlik gosterdikleri
bakteri tiirleri agagida verilmistir. Alinan sonuglarin dogrulugu Gram boyama, koloni
morfolojisi ve biyokimyasal testlerle de desteklenmistir. Izolatlarin gen dizileri Gen
Bankasi’na yiiklenmis ve aksesyon numaralari alinmistir, numaralar parantez i¢inde
verildigi gibidir: Nla (JX025017), Nlc (JN899140), N3a (JX025018), Ndc
(IJX025019), N5a (JN899141), N5b (JX025016).

16SRNA

Sekil 4.1: Izolatlarin 16STRNA genlerinin PCR ile cogaltilmasi sonucunda elde
edilen bantlar.
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4.1.2. Gram Boyama

Gram boyama, oksidaz testi ve 16SrRNA benzerlik analizi sonuglari
agagidaki tabloda verilmistir. Oksidaz testi ve gram boyama sonuglar1 16SrRNA dizi
benzerliklerini destekler niteliktedir. Ornegin Pseudomonas tiirleri oksidaz pozitif ve
gram negatif organizmalardir. N5a koloni morfolojisi itibari ile de Pseudomonas
stutzerii’ye benzerlik gostermektedir ve oksidaz pozitif ve gram negatif oldugu tespit

edilmigstir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Izolatlarin karakterizasyonu.

Izolat ad: 16SrRNA benzerlik Gram reaksiyonu Oksidaz
analizi testi
Nla: Lysisnibacillus Gram +
sphaericus (% 95) (1)
Nle: Achromobacter sp., | Gram degisken (+)
Alcaligenes (% 96)
N3a: Shigella, E. Coli | Gram - (=)
0157:H7 (%98-99)
N4c: E. Coli (% 95) Gram - )
N5a: Pseudomonas  stutzeri, | Gram - +)
Pseudomonas sp. (%% 98)
N5b: Enterecoccus durans (% | Gram + ()
99)
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Sekil 4.2: Izolatlarin Gram boyama sonucundaki goriintiileri.

Gram reaksiyonu sonucunda N5a’min gram negatif oldugu goriilmiistiir.
Genomik karakterizasyon sonucunda NSa’nin Pseudomonas cinsine benzerlik
gosterdigi goriilmiis oldugundan gram negatif reaksiyon vermesi beklenmektedir.

Nlc ise gram negatif E. coli’ye kiyasla daha mor gériinmesine ragmen Sekil
4.2’de goriilen gram pozitif koklar gibi tam olarak gram pozitif bir reaksiyon da
vermemistir. E.coli gram boyama prosediiriiniin dogrulugunu tespit etmek amaciyla
kullamlmugtir. Genomik karakterizasyonu dikkate alindiginda Nlc’nin gram negatif
basil olmasi beklenmektedir. Achromobacter cinsi bakterilerin degisken gram

reaksiyonlar verebildikleri bazi ¢alismalarda belirtilmektedir.
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4.1.3. Koloni Morfolojisi

Nlec ve NS5a’ya ait kolonilerin goriintiileri Sekil 4.3’de verilmistir. NS5a

kolonileri literatiirde verilen Pseudomonas stutzerii tiriine ait kolonilere benzerlik

gostermektedir.

Sekil 4.3: Izolatlarin koloni morfolojileri.

Karakterizasyon ¢alismalart sonucunda RAPID biyokimyasal testi
sonucunda N3a ve N4c’nin E. coli’ye benzer oldugu goriilmiistiir. Ancak 16STRNA
dizi analizinde N4c igin en yiiksek benzerlik E. coli ile olmustur ve bu oran %95
olarak bulunmustur. Bu oran tiir seviyesinde benzerlik igin diisiiktiir.

Bunun yanisira N3a ve Ndc Gram negatif olmalarina ragmen hiicreler E. coli
hiicrelerine kiyasla daha yuvarlak kokkobasil seklindedirler. N5a tiim testler

sonucunda Pseudomonas stutzerii’ye tam benzerlik vermistir. Koloni morfolojisi de
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bunu desteklemektedir. N5b’nin hiicre morfolojisi, oksidaz test sonucu ve gram

reaksiyonu 16SrRNA dizi benzerligini desteklemektedir. Enterococcus durans ile

benzerlik %99 olarak tespit edilmistir. N1a gram pozitif oksidaz pozitif basil olmasi
16SrRNA dizi benzerligi

nedeniyle Lysinobacillus olma olasilifn yiiksektir.

Lysinobacillus sphaericus ile %95 tir. Nlc gram boyama sonucunda degisken

reaksiyon gostermistir.

4.1.4. RAPID Test Sonuclan

Tablo 4.2: RAPID ONE test sonuglari.

Testler Nlc | N5a |Nla |N4c | N3a | N5b

URE Ure - -

ADH Arginin + +

ODC Ornitin + +

LDC Lizin hidrolizi + +

TET Tiol kullanimi - -

LIP Yag asidiesterleri hidrolizi - -

KSF Aldehid sekeri kullanimi - -

SBL Sorbitol kullanimi + +

GUR p-Nirofenil B-D-glukorinit + +
hidrolizi

ONPG o-Nirofenil 3-D-galaktosit g +
hidrolizi

BGLU p-Nirofenil B-D-glukosit - 5
hidrolizi

BXYL p-Nirofenil -D-xylosit . =
hidrolizi

NAG p-Nirofenil-n-asetil-B-D- - -
glukozaminit hidrolizi

MAL Malonat kullanimi + +

PRO Prolin B-naftilamid - -
hidrolizi

GGT y-Glutamil B-naftilamid - |+
hidrolizi

PYR Pirrolidonil-B-naftilamid . -

ADON Adonitol kullanimi - -

IND Triptofan kullanimi + +

OXI + + + + - - -

Gram - -
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Tablo 4.3: RAPID NF PLUS test sonuglari.

Testler

Nla

N5a

N5b

ADH

+/-

TRD

+

EST

+/-

PHS

NAG

aGLU

BGLU

ONPG

||+ +]+

||+

URE

+
e

H+H |||+ ]|+ +

GLU

PRO

PYR

+ 4+

GGT
TRY _ o
BANA - - +/- -
IND - -
NO3 - - - -
OXI

e Nila, Nic, N3a, Ndc, N5a, N5b: Bakteri izolatlar.

RAPID NF plus gram pozitif oksidaz pozitif bakteriler i¢cin uygulanan bir
testtir. Elimizde bulunan 4 gram pozitif oksidaz pozitif izolat RAPID NF plus ile test
edilmistir. Sonuglar Tablo 4.3’te verildigi gibidir. Ancak izolatlarin verdikleri
sonuclar RAPID kitapgiginda bulunan bagka bakterilerle benzerlik géstermemistir.
Dolayisiyla RAPID kiti N1a, Nlc, N5a ve N5b izolatlar igin kullamilabilir sonuclar
vermemistir. Oksidaz negatif gram negatif izolatlar i¢in ise (N4c ve N3a) RAPID
One kiti kullamlmigtir. N1a, Nlc, N3a, N4c, N5a ve N5b ile gdsterilenler bakteri
izolatlaridir (Tablo 4.2). Bu izolatlarin 6zellikleri Escherichia coli ile yiksek

benzerlik gostermistir.
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4.2. izolatlarin Metal Giderim Kapasiteleri

4.2.1. Metal Direngliligi
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Sekil 4.4: Izolatlarin Bakir direngleri.

Bakteriyel izolatlarin metal giderim kapasiteleri incelenmeden &nce
metallere direnglilikleri tespit edilmeye ¢aligilmistir. Deneyleri 15 ml’lik falkon
tiiplerde LB besiyeri kullanilarak gergeklestirilmistir. Falkon tiiplerde galkalama ve
oksijen alimi saglikli olmadig: igin bazi izolatlar, Nla, Nlc, N5a ve N5b, saglikli
Ureme gostermemislerdir. Dort giin sonunda absorbans degerleri yaklagik 0.5
civarindadir. Deney sonuglarina bakildifinda Ndc ve N3a’min bir ¢ok metalin 100

mg/L ve 300 mg/L gibi yiiksek konsantrasyonlarinda bile saglikli iireyebildikleri
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goriilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda Cu®" igeren LB besiyerinde dort giinlitk

inkiibasyon sonucunda &lgiilen absorbans degerleri Sekil 4.4°de goriilmektedir.
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03 03 — TR m———
Z .': 0,2
g 100 S0 100
) k. l}."!ii '1 i N1 "1 pn 1
M 1.%
\ 1 . . I I I I
. l I i )
50 1 o ) 5 104
. Ni*{ppm N4c Ni*(ppm)
) {
05 4
! wA | [ 04 a i
O 4 L 03
-~ — 02 4
e e
' H .
0 2 ) 100 { 20 Y 100
M5a Ni#*{ppm N5b Ni“* (ppry

Sekil 4.5: Izolatlarin Nikel direngleri.

N3a ve Ndc’nin 100 mg/L nikel varliginda saglikhi iireyebildikleri
belirlenmigtir. Farkli konsantrasyonlarda Ni** igeren LB besiyerinde dort ginlilk

inkiibasyon sonucunda &lgiilen absorbans degerleri Sekil 4.5°de goriilmektedir.
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Sekil 4.6: Izolatlarin Krom direngleri.

Krom varliginda N3a ve N4c’nin saglikli iireme gosterdikleri Nla, Nlc ve
N5b’nin  ise diisik Mizda da olsa treyebildikleri goriilmiistiir. Farkli
konsantrasyonlarda Cr’* igeren besiyerinde dort giinlik inkiibasyon sonucunda

Olgtilen absorbans degerleri Sekil 4.6’da goriilmektedir.
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Sekil 4.7: Izolatlarin Demir direngleri.

500 mg/L konsantrasyonda eklendiginde demir ¢ékmektedir. Bu nedenle bu
konsantrasyonda alinan OD degerleri grafige yansitilmanustir. N3a, N4c ve N5b’nin
yiksek demir konsantrasyonlarma direngli olduklar1  gériilmiistir.  Farkli
konsantrasyonlarda Fe** igeren LB besiyerinde dort giinliik inkiibasyon sonucunda

olgiilen absorbans degerleri Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.8: 1zolatlarin Cinko direngleri.

Farkli konsantrasyonlarda Zn*" iceren LB besiyerinde dort giinlikk inkiibasyon
sonucunda &lgiilen absorbans degerleri Sekil 4.8’de gésterilmistir.

Izolatlarm metal direnglilikleri onlarin canli halde iken metalleri giderip
gideremeyeceklerinin de bir gostergesidir. Izolatlarin metal giderim verimleri metal
direncliliklerine paralel sonuglar vermistir. N4c metal gideriminde de en verimli olan
sustur.

Metal varlifinda canli hiicre sayisi yalnizca yiiksek toleransa sahip N4c susu
i¢in tespit edilmistir. CFU (koloni olusturabilen iinite) degerleri bize bakterinin ne
zaman 5ldugiini gostermesi agisindan Snemlidir. Sekil 4.9 N4c izolatinin bes metalin
50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarinda ve tiim metallerden 50 mg/L olacak sekilde
toplam 250 mg/L. metal igeren sentetik besiyerinde 2 giin boyunca dlciilen CFU
degerlerini gostermektedir (deneyin baslangi¢ saatinde tiim kiiltiirlerde bakteri
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konsantrasyonu 4 x 107 CFU/mL’dir). N4c¢ tiim metallerin 50 ve 100 mg/L
konsantrasyonlarinda canliligini devam ettirmekte ancak 250 mg/L karisik metal

igeren (her metalden 50 mg/L olacak sekilde) besiyerinde ikinci giin 6lmektedir.
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Sekil 4.9: Farkli metal konsantrasyonlarinin N4¢’nin iiremesine etkisi.
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Sekil 4.9: Devam.

4.2.2. Tutuklanms Hiicrelerle Metal Giderimi

4.2.2.1. Kesikli Kosullarda Giderim

PolyHIPE Polimer olarak bilinen divinil benzen polimerine tutuklanmis
hiicrelerle kesikli sistemde yapilan metal giderimi sonucu 6l¢iilen metal miktarlari
Tablo 4.4 ve 4.5da verilmistir. Sonuglar kesikli kosullarda N1c ve Nla izolatlarmin
lyi giderim saglayamadiklarim gdstermektedir. Ndc izolati ise digerlerine kiyasla
tim metaller i¢in daha yiiksek biyogiderim saglamigtir. Giderim biiyik oranda ilk
saatlerde gergeklesmis, verim ilerleyen giinlerde diisiik bir artig gdstermistir. Giderim
ozellikle Cr**, Fe** ve Zn”* metalleri igin yiiksek bulunmugtur. Cu>* giderim verimi
ise liclincti giin sonunda %100’e ulasmstir (Tablo 4.4). Tablo 4.5 ise secilen bazi
izolatlarin tiim metallerden 50 mg/L (toplam 250mg/L) iceren sentetik atiksudaki 3.
saatteki giderim verimlerini géstermektedir. Bu deney iki kez tekrar edilmistir ve
sonuglar hata paylari ile birlikte verilmistir. Tablo 4.5’de en yiiksek giderimin N4c

izolat: tarafindan gergeklestigi goriilmektedir..
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Tablo 4.4: 50 mg/L farkli metal iceren (toplam metal konsantrasyonu 50 mg/L)
sentetik atiksuda immobilize edilmis izolatlarin giderim verimi.

Metaller | Zama Bakteri izolatlar:

(Toplam n Nla Nlc N3a Ndéc N5a N5b

50 mg/L) | (Saat)

crt 3 -46%* 30 -57* 90.8 94 897
28 -63% -178% | -35% 69.5 83 84.1
52 12.8 -77% -5.6% 72.5 92 89.8

Cu”™ 3 13.2 -4 4% 44.6 73.7 19.9 65.4
28 14.2 4.9 40.9 81.6 6.2 93.9
52 21%* -48* ;. 93.3 -30.1*% | 90.7

Fe™" 3 97.1 96 99.1 100%* 97.3 99
28 3785% [ -671*% | -248% | -242% | -131* | -228%
5 336*% | -309% | -127*% | -204% | -404% | -254%

Ni** 3 -114* | -92% -181* | 83.4 89.5 R
28 -128* [ -112% | -135% [ 93.2 91.3 80.7
52 994* [ -213% |-134% |87.2 83.4 87.8

70~ 3 60 721 43.4 94.1 98.5 92.2
28 -1020% | -714% | -937* | 16.1 98.7 -31.6%
52 -1040* | -1132% |-1486* | 88.4 98.1 63.6

Tablo 4.5: 50 mg/L karisik metal iceren (toplam metal konsantrasyonu 250 mg/L)
sentetik atiksuda immobilize edilmis izolatlarin giderim verimi.

[zolatlar Cr’* Cu*" Fe** Ni** Zn*"

Nla 29.66+£23.56 | 45.02+0.06 {90.79+13.02 [12.50£5.21 | 4.45+3.56
N3a 95.21+4.78 57.01+1.18 100+£0.00 |[57.2246.26 | 79.87+£1.22
N4c 08.7+1.06 68.55+0.84 100£0.00 [60.85+5.25 | 97.33+0.96
N5b 04,1844 .84 52.8+7.14 100+0.00 53+0.29 33.02+27.0

Metallerin ¢ozlintirlitkleri pH ve diger ortam kosullarindan etkilenmektedir.
Kesikli kiltiirlerde bakterilerin iriinleri ortam pH’sini degistirmektedirler. Bazi
metallerin &zellikle demirin havadan kaynaklanan oksidasyonla ¢dkmesi ve pH
degisiminin oksidasyonu etkilemesi nedeniyle negatif verim degerleri hesaplanmistir
(Tablo 4.4). Negatif verim degerlerinin pH degisiminin yanisira hiicrelerin giderimin
son giinlerine dogru pargalanmasindan ve metallerin kiiltiir ortamina karismasindan
da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Hesaplamalar bakterilerle yapilan deney
sonuglar bakteri icermeyen kontrol deneyi ile kiyaslanarak yapilmaktadir. Giderim

agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

27



o % giderim=[C]k - [C]d/[C]k x 100
e [C]k = hiicre igermeyen kontrol

e [C]d = hiicre iceren deneyler

4.2.2.2. Siirekli Sistemde Metal Giderimi

Kesikli sistemde en yiiksek giderim saglayan izolatin N4c oldugu tespit
edilmistir. N4c’nin metallere direncli olmasi ve metal varlifinda treme hizinin
yiiksek olmasi nedeniyle giderim veriminin de yiiksek oldugu distintilmektedir.
Reaktor materyal ve metod kisminda agiklandigi sekilde hazirlanmis ve reaktordeki
polimerlere N4c¢ izolat1 immobilize edilmistir. Strekli sistemde ilk olarak karigim
halinde metal igeren (her metalden 50 mg/L olacak sekilde) sentetik atiksudaki
giderim incelenmigtir. Reaktdr bir glin hiicre immobilizasyonu i¢in {i¢ giin de
giderim i¢in toplam dort giin ¢aligtirilmugtir. Sekil 4.10 0,5ml/dk (a), 1 ml/dk (b) ve
2ml/dk (c)  akis hilarinda ¢alistirilan reaktdrdeki biyogiderim verimlerini
gostermektedir.

Reaktor ilk 0,5 ml akis hizinda 20. saatte, 2 ml/dk akis hizinda ise 40. saatte
stabil olmustur. 2 ml/dk akis hizinda 65. saatte en yiiksek giderim verimi krom igin
hesaplanmistir. Yapilan deneylerde reaktoriin stabil hale gegmesi igin gerekli siirenin
her igletimde farkl: oldugu gdriilmiistiir ve bu siirenin tam olarak akis hizina bagl
olmadigi sdylenebilir. Ornegin 1 ml/dk akis hiziyla calisildiginda (Sekil 4.10 b)
reaktér 20. saat sonunda stabilitesini kaybetmistir Reaktér oda sicakliginda
calistinldig: igin 1s1 degisimleri reaktdr performansim etkileyebilir. Genel olarak
sonuglara bakildiginda nikel ve ¢inko gideriminin diigik oldugu goriilmektedir.
Ancak asagida aciklandigi gibi ¢inko ve nikel karigim iginde ¢Skmeyen ve
konsantrasyonlan yiiksek olan metallerdir. Giderim verimleri bu nedenle diisiik
goriilmektedir. Krom gideriminin diger metallere kiyasla daha yiiksek oldugu
sOylenebilir. 2 ml/dk akis hizinda (Sekil 4.10 ¢) bakir giderimi daha yiiksek
bulunmustur. Reaktor 1 ml/dk akis hizinda galistirldiginda giderim 25. saatte (Sekil
4.10 b) sonlanmus gériinmektedir. Bu akig hizinda da demir ve krom icin yiiksek

giderim saglanmusgtir.
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Sekil 4.10: Siirekli sistemde farkli akis hizlarinda zamana bagli biyogiderim verimi:
a) 0,5ml/dk, b) 1 ml/dk, ¢) 2ml/dk.

Reaktér gikisindan seyreltme yapmadan agar iizerine ekim yapilarak tutuklu
hiicrelerin canliligima bakilmugtir. Reaktdr ilk calistirildiginda yapilan ekimlerde
agarli besiyeri lizerindeki hiicreler sayilamayacak kadar ¢ok iireme géstermislerdir.

Bakteri sayis1 ikinci giinde ve igiincii giinde sayilabilir diizeye inecek kadar
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azalmigtir. Bu beklenen bir sonugtur ¢linkii besiyerinde her metalden 50 mg/L olacak
sekilde toplam 250 mg/L. metal bulunmaktadir ve bu bakterilerin canliliklarinin
stirdiirebilmeleri agisindan yiiksek bir konsantrasyondur. Uglincli glinde bakterilerin
biiylik bir kismmin 61diigi goriilmiistiir (agarli besiyerinde yaklasik 23 koloni
sayilmistir). Akis hizi artinldiginda bakteriler daha hizli $lmektedirler, érnegin 2
ml/dk akig hizinda birinci giin sonunda agar iizerindeki bakterilerin seyreldigi
gorilmektedir. Dolayisiyla 2. giinden sonra 61ii hiicrelerle giderim yapilmaktadir. Bu
durumda reaktdr performansimi artirmak igin reaktdérin daha wuzun sire
calistirilmasinin mantikli olmadig: diistintilmiistiir.

Kesikli kosullarda yapilan deneylerde oldugu gibi siirekli sistemde yapilan
deneylerde de kontrol olarak hiicre icermeyen sentetik besiyeri kullanilmugtir.
Giderim verimleri hesaplanirken reaktore giren ve reaktdrden ¢ikan besiyerindeki
metal degerleri kullanilmigstir. 50 mg/L karisik metal iceren sentetik besiyeri reaktore
kangtinlmadan  verilmistir. Kangtirlmadan reaktére gonderilen besiyerinde
metallerin bir kisminin birkag saat sonra ¢6ktiigii goriilmiistiir.

Besiyeri kangtirildiginda partikiillerin pompa hortumlanim tikadipa tespit
edildigi i¢in besiyeri calkalanmamig ve biiyikk partikiillerin dibe ¢oékmesi
beklenmistir. Kontrol olarak kullanilan veriler sentetik besiyeri ¢oktiiriildiikten sonra
Olgiilen metal miktarlaridir, dolayisiyla ¢dken tiim metaller hesaplama disinda
birakilmigstir (Tablo 4.6).

Metaller arasinda en fazla ¢okelti olusturanlar demir, bakir ve kromdur. Bu
nedenle 6zellikle demir igin bir biyogiderimden bahsetmek dogru olmayabilir.
Asafidaki tabloda alti farkli zamanda hazirlanmis karisik metal iceren sentetik
besiyerinde Olgiilen metal konsantrasyonlar1 goriilmektedir. Metaller sentetik
besiyerine 50 mg/L olacak sekilde eklenmelerine kargin ICP 6l¢iimlerinde ¢ok farkli
sonuglar alimmistir (Tablo 4.6). Metaller ortamda bulunan diger metallerden, oksijen
ve pH’dan fazlasiyla etkilendikleri i¢in oksidasyon ve ¢Skme bu parametrelere bagl
olarak degisim gostermektedir. ICP cihazi her kullanimda cihaz icin 6zel olarak
kullamlan saf standartlarla kalibre edilmektedir ve dogru &lgiim yaptift

gorilmektedir.
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Tablo 4.6: Sentetik atik suda ICP ile belirlenen metal iyonu konsantrasyonlar:.

Metaller | Sentetik atiksuda ICP ile ¢l¢iilen metal iyonu konsantrasyolar1 (mg/L)
1 2 3 4 5 6

& 20.64 4.62 1102 7.51 10.68 10.27

[ 1381 1.01 5.00 3.11 il R T

Fe** 21.16 012 0.24 0.12 0.67 0.13

Nitt 37.06 18.53 33.34 25.60 39.63 31.46

Zn~" 50.42 19.63 46.56 35.61 49.81 38.47

Besiyerinin dibinde goriilen tortular ve bazi metallerin (demir, krom ve bakir)
beklenen degerlerden ¢ok daha diigiik bulunmasi metallerin bir arada iken ¢dktiigiinii
kanitlamaktadir,

Tablo 4.6’de ¢inko ve nikel miktarlannmin 50 mg/L’e yakin oldugu
goriilmektedir. Bu sonug besiyerine eklenen kimyasalalarin ICP cihazi i¢in kullanilan
standartlar kadar saf olmamasindan kaynaklanabilir. Kullanilan metal stoklar1 taze
hazirlanmakta ve hazirlandiklarinda berrak goriinmektedirler. Metaller besiyerine
ayrt ayrt eklendiklerinde demir digindaki metallerde ¢6kme problemi ile
karsilasilmamaktadir. pH’nin asidik degerlere disiirlilmesi metallerin  ¢8kme
problemini giderebilir diisiincesi ile pH 4,5-6,5 arasinda dort pH’da sentetik besiyeri
hazirlanmis ve metaller eklenmistir. Ancak bu pH’larda da ¢okelme goriilmiistiir.
Reakttrde immobilize olmus hiicrelerin tiremelerinin desteklenmesi amaciyla
besiyeri pH’s1 ¢ok fazla diigiirilmemistir ve nétr degerde birakilmistir. Tiim bu
problemlerden dolay: reaktsr ¢ikisindan alinan verilerin kontrolleri ile kiyaslanarak
bir verim hesab: yapilmasinin reaktér performansim daha dogru yansitacad
distintilmistiir ve verim hesaplar1 bu sekilde yapilmistir. Tiim grafikler bu verilerle
¢izilmistir.

Stirekli sistemde tiim metalleri i¢eren sentetik atiksu ile yapilan ¢alismalarda
reaktérdeki hiicrelerin yavas yavas 6lmeye bagladiklari ve prosesin tigiincii gilintinde
reaktdrden canli hiicre ¢ikmadifi gézlenmistir. Atiksuda beg farkln agir metalin ayni
anda bulunmasi hiicrelerin daha ¢abuk &lmesine neden olarak reaktor performansmin
diismesine neden olmus olabilir. Hiicreler 6lii iken giderim verimi diismektedir.

Asagidaki sekilde N4c’nin siirekli sistemde yalmizca 200 mg/L bakir iceren
sentetik atiksudaki giderimi goriilmektedir. Reaktoriin yaklasik bir hafta stabil
oldugu gortilmektedir. Bu reaktériin ¢ikisinda bakilan canli hiicre miktar1 bir hafta

sonra azalmaya baglamis ve 11. giinde sifira diigmiistiir. Bakterilerin ilk ii¢ giin %50
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civarinda daha sonraki giinlerde ise % 80 {izerinde bakir giderimi yapabildikleri

gozlenmistir. Giderim 74. saatte % 98 olarak 6lgiilmusgtiir (Sekil 4.11).

% Cu*’biyogiderimi

zaman {saat)

Sekil 4.11: N4c ile siirekli sistemde bakir giderimi (1 ml/dk akig hiz1).

N1 bivogiderimi

zamarn {saat]

Sekil 4.12: N4c ile siirekli sistemde nikel giderimi (1 ml/dk akis hiz1).

N4c ile nikel giderimi bagarili bir gekilde gergeklestirilmistir prosesin ilk
gliniinde yaklasik %60 civarinda olan giderim verimi sonraki giinlerde diismeye
baglamistir, nikel giderimi i¢in sistemin dort giin boyunca isletilebilecegi
goriilmistiir (Sekil 4.12). Tek bir metal igeren sentetik atiksu ile siirekli sitemde daha
verimli giderim saglanmigtir. Metallerin karigtirilmasi giderim verimini diistirmiistiir.
Strekli sistemde demir gideriminden s6z etmek miimkiin degildir. Demirin
¢Oziniirliigli ortam kogullarindan diger metallere kiyasla daha fazla etkilenmektedir.
Stirekli sistemde besiyeri tutuklu hiicrelerin bulundugu reaktér i¢inden gegerken

demirin ¢6zliniirliigii artmis ve negatif verim degerleri elde edilmistir.
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4.2.3. Atikk Camurda Giderim

Atik ¢amurda izolatlarin giderim verimlerine bakilmadan &nce c¢amur
ortaminda iireyip Ureyemedikleri kontrol edilmistir. Evsel ¢amurda ve fabrika
camurunda izolatlarin tireme profilleri Sekil 4.13 ve 4.14’de gorilmektedir. Nla,
Nlc, ve N5b evsel ¢amur ortaminda saglikli bir sekilde lireyebilmiglerdir. Fabrika
¢amurunda ise lireme gosterebilen izolatlar Nlc, N3a ve N5b olarak belirlenmistir.
N4c sayica artis gostermese de fabrika ¢amurundaki bazi metallerin gideriminde
etkin bulunmustur. Bakterinin ¢amur ortaminda sayica artig1 Snemli bir parametredir

ancak metali adsorblama veya absorblama kapasitesi ¢ok daha énemlidir.

1.0084+08
1,008+07
1.00€+06
1,00€405
1.008+04
1.00€+03
1.008402
1.00£4Q1

1.C0E+00

Sekil 4.13: Evsel ¢amurda bakterilerin tiremeleri.

1,00E+03
1,008402
1,00E#07
1,00E405
1,00E+05 4
1,00E+04
[ LO0E+D3
1,00E402
1,005+0L
1.00E+00

Sekil 4.14: Metal fabrikasi camurunda bakterilerin tiremeleri.
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Tablo 4.7: Soliibilize edilmis metal kaplama enddistrisi atiginda izolatlarin metal

giderimi.
Steril edilmis atik Steril edilmemis atik

Ni** cu' Zn** Ni** Cu Zn*
izolatlar [ 1s |72s |1s |72s [1s |72s |1s |72s [1s [72s [1s |72s
Nla 995 | 100 | 86 100 | 96.6 | 100 | 100 | 31.6 | 99.1 | 93.6 | 100 | 95.7
N3a 100 | 433 [ 100 |27.1 | 100 |856 |0 56 (14 |0 38.9 | 54.2
N4c 100 (0O 100 |0 100 | 62.9 | 100 [ 100 | 100 | 98.9 | 949 | 94.2
N5b 95.1 | 478 | 100 | 95.8 | 99.2 | 91 86.5 | 72.5 | 99 0 99.8 |0

0.saatte kontroldeki metal konsantrasyonlar: (mg/L)
Steril atikta: Cr’":0.14, Cu**:6.5, Fe*":0.09, Ni*":19.4, Zn*":11.5
Steril edilmemis atikta: Cr*":0.13, Cu®":8.42, Fe?*:0.16, Ni*":1.34, Zn*":36.7

Metal kaplama enddistrisi atiginda Nla, N3a, N4c ve N5b izolatlarinin 1. saat
ve 72. saatte 30 °C’deki steril edilmis ve steril edilmemis atiktaki nikel, bakir, ginko
giderimleri incelendiginde 1. saatte giderimin daha fazla oldugu gozlemlenmisgtir
(Tablo: 4.7). Giderim deg@erleri kontroldeki inokuliim i¢ermeyen giderimden
¢ikarilarak hesaplanmigtir.

Metal fabrikasindan aliman kurutulmus ¢amur sentetik besiyerinde
¢oziilmistir. Steril edilmis ¢amurla yapilan deneylerde kontrol steril ¢amur
icermekte dolayisiyla ¢amurdan kaynakli bakteriler ortamda bulunmamaktadir.
Herhangi bir mikroorganizmanin ekilmedigi kontrol kiiltiiriinde 0. saatte &lgiilen
metal miktarlart tablonun altinda agiklama olarak verilmistir Grafikteki verim
hesaplamalar1 her saatte kontrol degerleri baz alinarak hesaplanmistir. Tiim izolatlar
ayr1 ayr1 veya karisim halinde asilandiklarinda Cr** ve Fe?* metalleri i¢in giderim
stabil ve yiiksek bulunmustur, yiiksek dalgalanmalar g6riilmemistir. Ancak baslangi¢
konsantrasyonlar1 yaklasik 0.1 mg/L olan bu metaller i¢in biyolojik giderimin
basarisindan s6z etmek dogru olmaz. Hiicreler karisim halinde ortama eklendiginde

giderim verimlerinde inis ¢ikislar gdzlenmisgtir.
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Nla izolatimn Fe** ve Cr'" metallerinin disinda iyi giderim saglayan bir
izolat olmadig1 goriilmistiir. Tiim metaller dikkate alindiginda ise sirasiyla N5b, N5a
ve N3a steril edilmis atik ¢camur ortaminda en iyi giderim saglayan izolatlar olarak
karsimiza ¢ikmislardir.

Sonuglar incelendiginde N5a’nin tiim kosullarda iyi giderim yaptig1
goriilmektedir. Giderim verimi diger izolatlara kiyasla daha yiiksek olan diger bir
izolat ise N5b’dir ancak steril ¢amurda N5b aktivitesi daha yiiksek bulunmustur.
Steril edilmis ve steril edilmemis evsel camur ile yapilan deneylerde metaller
eklendigi anda ¢amura yapigmalar nedeniyle sivi kisimdaki metal miktarlar1 0’a
yaki bulunmustur. Hesaplamalar kontroldeki metal miktarlar1 géz 6niine aliarak
yapilmaktadir. Baglangi¢ konsantrasyonlarinin 0’a yakin oldugu durumlarda ekilen
bakterilerden kaynaklanan bir giderimden sz etmek miimkiin degildir.

Metal fabrikasindan alinan ¢amurda sicaklik ve as1 miktarinin Cu®* ve Zn**
giderimine etkisi N4c izolati kullanilarak incelenmistir (Tablo 4.8). Farkli iki
sicaklikta (25 ve 30 °C) ii¢ farkli ag1 miktar: ile calistimistir. Ndc sentetik besiyeri
ortaminda yitksek giderim verimi saglamigtir bu nedenle agi miktarinin bu izolatin
¢amur ortamindaki giderimine bir etki edip etmeyecegi merak edilmistir. Bakir igin
N4c ile giderim 30 °C yiiksek bulunmustur. Ast miktarinin bakir giderimini artirdig
gozlenmistir.

Cinko i¢in ise giderim 24. saatte ancak % 6.5’¢ cikabilmistir, diger
kogullarda metalin ¢&ziintirliigiiniin artmasindan dolayr giderim verimi eksi
degerlerde kalmistir bu nedenle sonuglar verilmemistir. Cinko giderimi i¢in daha
uzun streler inkiibasyon yapilmas: durumunda giderim veriminin artacag

disiiniilmektedir.
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Tablo 4.8: N4c ag1 miktarinin ve sicakligin atik gamurda bakir giderim
verimine etkisi.

Saat (h) | Sicaklik | Konsantrasyon | Metal ve Giderim
) (mg/L) ast miktar1 | Verimi (%)

0 25°C 100 Cu 1/5 -

0 5 100 Cu.1* -

0. 25°C 100 Cus -

0. 30°C 100 Cu 1/5 18,6

0 30°€ 100 Cul 3.3

0. 310:°C 100 Cu5 15,1

24. e 100 Cul/5 21.8

24, 35°C 100 Cul 0,9

24. 25°¢ 100 Cus 30,8

24, 30 °C 100 Cul/s 331

24. 30 °C 100 Cul 44,4

24. 30°C 100 Cu5 46,1

*1= bakterinin 0,09 mg yas agirligina denk gelmektedir.

4.2.4. Nlc, N5a ve Ndc izolatlarinin Metal Direncliliklerinin E.coli
ile Kiyaslanmasi

CFU/mi :
6,00E+07 Néc
cu 150
5,00E+07 .
4,00E+07 /’ cu 300
3,00E+07 / fe 150
2,00E+D7 e . y/ . —fe 300
4 .

1,00E+07 v ni 150

e /
0,00E+00 T i 5

= .2 s kontrol

a) Gin

CFU/mi E.coli
1,00E+07 . ey |
8,00E+06 - o I
R00EF08 - : fe 150
4,00E+086 D ——fe 300 !
2,00E+08 P XS - ni1ls0
0,00E+00 e ni 300 |

1 2 2 kontrol

Gin
b)

Sekil 4.15: a) N4c ve b) E. coli’nin metal direngliligi.
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Deneylerde en ¢ok kullandigimiz sus olan N4c’nin metal direngliligi sentetik
besiyeri ortaminda ve 30 °C’de E. coli ile kiyaslanmistir. Ndc 6zellikle bakir ve
demir varliginda inkiibasyonun ilerleyen giinlerinde sayica artarken E. coli’nin artig
gostermedigi goriilmektedir (Sekil 4.15). Ortamda bakir ve demir bulunmasi N4¢’nin
Uremesini destekledigi anlagilmaktadir. Tartisma ve sonug¢ kisminda da anlatildigs
gibi E. coli metallere oldukga direngli bir bakteridir ve bakterinin kullandig
mekanizmalarin aragtirildig: bir ¢ok bilimsel ¢aligma vardir. Bu nedenle direnglilik
kiyaslamasi1 amaciyla E. coli referans alinmustir.

N4c izolatinin yanisira Nlc ve N5a’nin bakira olan direncgleri de E. coli ile
kiyaslanmis ve asagidaki grafikteki sonuglar elde edilmistir. % direng farkli bakir
konsantrasyonlarinda ve bakir igermeyen besiyerinde {iretilen hiicrelerin agarh
besiyerinde olusturduklari koloniler sayilarak hesaplanmistir. Bakir igeren
besiyerlerinde tlireyen bakterilerin olugturduklart koloni sayisi diistiikkge direng
degerleri de diismektedir. N5a’nin E. coli ve N1c’ye kiyasla daha direngli oldugu
goriilmugtir Grafikler belirtilen metal miktarlarinda {iretilen hiicrelerin  agar
Uzerinde olusturduklar: koloniler sayilarak ¢izilmistir (Sekil 4.16 d). Nlc, N5a ve
E.coli’nin farkli bakir konsantrasyonlarinda tireme ve canliliklari sirasiyla Sekil

4.16’in a, b ve ¢ grafiklerinde gdsterilmistir.
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10E+14
10E+12
1 0E+10 B
1 0E+B8
1,0E+0B
1 DE+M4
1 0E+12
1, 0E+00

log CFU ml

3 48 72
zaman (saat}

B0 mg/. 020 mg/l D80 mg/L ®100mg/l ©150 mg/ll 200 mgil

b)
1,0E+12
10E+10
1.0EHB
1 0E+KB

lag CFUmI

1.0E+34
1,0E+HR2

1,0E+H0
3 48 72
Zaman [saat}

@0 mg/l 020 mg/l 050 mg/l ®100mg/L ©150 mg/l 0200 mg/l

c)

10E+14
1 0E+12
1.0E+10

3 48 72
zaman [saat)

m0mgl 020 mg/l 050 mg/l A100my/l ®150 mg/l @200 mg/L

Sekil 4.16: Farkli Bakir konsantrasyonlarinda N1c, N5a ve E. coli’nin canlilik ve

direnglerinin kiyaslanmasi.
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100 - d)

10 4

[F 50 150 200 250
01 4

“u direng

0,01 +

0,001 -

Cu*? kensantrasyonu

——NIC —=—NGa ——E. coli

Sekil 4.16: Devam.

Nlc ve N5a’nin zamana bagli bakir direngliligi ve metal giderim verimi E.
coli ile LB besiyerinde 37 °C’de, 130rpm’de kiyaslanmustir. Sonuglar tablo 4.9’da
verilmistir. Tabloyu inceledigimizde Nlc ve N5a hiicrelerinin E. coli’ye kiyasla
bakira daha direngli olduklarini gériiyoruz. Bu tablo belirtilen miktarda bakir
varlifinda dretilmis hiicrelerin agarli besiyeri iizerinde olusturduklar1 koloniler
sayilarak hazirlanmistir. N5a 100 mg/L ve 200 mg/L bakira E. coli’den sirasiyla 30
kat ve 125 kat daha direnclidir.
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Tablo 4.9: Nlc ve N5a izolatlarinin bakira direnglerinin E. coli ile kiyaslanmasi.

mg/L % direnglilik % direngclilik % direnclilik
(3 h) (24 h) (72 h)
Nlc 20 9,1 1,1 132
50 45,8 0,02 1,12
100 1,1 0,1 0,112
150 2,6 0,08 0,0112
200 1,5 0,01 0,0112
N5a 20 0,27 0,2 52,2
50 0,05 0,18 19,3
100 0,03 0,14 15
150 0,08 0,13 8,75
200 0,13 0,005 1,125
E. coli 20 13 7.2 8,57
50 12 0,7 1
100 12 0,82 0,5
150 0,24 0,01 0,01
200 0,33 0,003 0,009

Bu izolatlarin bakir igin giderim verimleri &lgiildiigiinde diigiik bakir
varlifinda N5a’nin Nlc ve E. coli’den daha yiiksek giderim sagladig1, yiiksek bakir
varhiginda ise Nlc izolatimin daha yiiksek giderim yaptig1 goriilmiistiir (Sekil 4.17).
Bu deney sonucu bize direnglilik ve giderim veriminin dogru orantili seyretmedigini
gostermigtir, Sekil 4.18’de ise hiicre bagina hesaplanan giderim verimleri
goriilmektedir. Bu sonug N1c hiicrelerinin E. coli ve N5a’ya kiyasla daha fazla bakir

tutabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.17: Nlc, N5a ve E. coli’nin farkli bakir konsantrasyonlarindaki
giderim verimleri.

2,0E08
1,66-08
1,2E-08

8,0E-09

4 0E-09

% biyogiderim / hiicre

0,0E+00 e L
2 100
Cu*? konsantrasyonu {mgil)
NN1c ON5a BE. coli

Sekil 4.18: Nlc, NSa ve E.coli nin farkli bakir konsantrasyonlarinda hiicre bagina

diisen giderim verimleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alisma kapsaminda Darica ilgesi metal fabrikasi yakinindan alinan
toprak numunelerinden elde edilen alt1 bakteri izolatinin metal isleme fabrikas: atik
sularinda bulunabilecek bes farkli metali giderme kapasiteleri incelenmisgtir.
Bakteriler yogunluklarinin artinlmasi amaciyla divinil benzene igerikli polimeri
matrikse tutuklanmiglardir. Metaller sentetik atiksu ortamma karigik olarak
eklenmislerdir. Kesikli sistemde yapilan deneylerde bakterilerin metalleri ortama
ekildikleri anda bir miktar bagladiklar1 ve inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde
giderimde artig oldugu goriilmiistiir. Inkiibasyonun li¢lincii saatinde alinan verilere
gére N5b tarafindan Cr** giderimi % 99.2, N4c tarafindan Cr**, Cu®*, Fe’*, Ni** ve
Zn*" giderimi sirasiyla %98.8, % 81.3, %100, %69.9 ve %48 olarak hesaplanmustir.
Ancak atik ¢amur kullanildiginda N4c izolatt giderimde bu kadar basarili
olamamustir.

Metal fabrikasi atik ¢camurunda yapilan giderimde N5b en yiiksek giderim
saglayan sus olmustur. Bu susu, NS5a ve N3a izlemistir. 16SrRNA dizi incelemesi
sonucunda N5b’nin Enferococcus durans’a %99 oraninda benzer oldugu
goriilmiistiir. NSa Pseudomonas stutzerii tirtine %98, N3a ve N4c ise E. coli’ye
sirastyla %98 ve %95 oraninda benzerlik gostermektedir. Bir ¢ok degisik ortamda
yagayabilen bir bakteri olan £. coli metallere direnglidir [Ibrahim et al., 2008].

E. coli’nin 50 mg/L bakira direngli oldugunu belirtmistir [Rensing and Grass,
2003]. E. coli’nin ise bakir toksisitesini atlatabilecek mekanizmalara sahip oldugunu
rapor etmistir.

N5a ve Nlc suslarimin direnglilikleri E. coli ile kiyaslanmig ve N5a’nin
bakira direncinin Nlc ve E. coli’den 150 mg/L bakir i¢eren ortamda 875 kat fazla
oldugu tespit edilmistir. Siirekli sistemde N4c ile yapilan giderim ¢alismalarinda
reaktor Cu®*, Ni** ve Fe** i¢in ¢alistirilmistir. 200 mg/L Fe?" iceren ortamda demirin
oksidasyondan dolay1 ¢oktiigii gdzlenmis, reaktdre giren soliisyonda ise demirin
¢Oziliniirliigtiniin artmasi nedeniyle giderim verimli olmanmustir. Reaktérde bulunan
hiicrelerin pH’y1 degistirme olasilig1 ve reaktoriin i¢inde hava sirkiilasyonunun daha
disik olmasi nedeniyle demir’in ¢Oziiniirliigiiniin  artmis  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bakir ve nikel strekli sistemde tutuklu N4c hiicreleri tarafindan
yitksek verimlilikte giderilmigtir. Ozellikle bakir igin yaklasik alti giin boyunca %

90’lara varan giderim saglanmistir.
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Metaller karistinldifi zaman reaktor verimli calismamustir. 50 mg/L
oranindan karisik metal igeren besiyerinde hiicrelerin ¢ok daha kisa stirede éldiikleri
tespit edilmistir. Bu reaktoriin stabilitesinin bozulmasinin en olasi nedeni gibi
goriilmektedir.

Mikroorganizmalar tarafindan metal giderimi organizmaya has ylzey
dzellikleri ve soliisyonun fizikokimyasal ozelliklerinden (pH, sicaklik, biyomas ve
baslangic metal konsantrasyonu gibi) etkilenmektedir [Sag ve Kutsal, 1996], [Silva
et al, 2008]. Tek bir metal iyonunun giderimine yonelik bir gok bilimsel ¢aligma
vardir, ancak atiksular kompetisyon fenomenine neden olan bir ¢ok ¢esit metal iyonu
icerebilirler. Metal gesitliligindeki artis metallerin ¢esidine ve konsantrasyonuna
bagl olarak interaktif etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur [Saeed et al., 2005].
Omegin demir ¢inkonun presipitasyonunu &nemli 6lgiide azaltir [Rao and Misra,
2004]. Bu g¢alisma kapsaminda siirekli sistemde test edilen N4c susunun siirekli
sistemde bakir ve nikel giderimi ig¢in bagarili bir sekilde kullamlabilecegi
gosterilmistir. Ancak yukarida da bahsedildigi gibi metaller karigtirildiginda degisik
interaktif etkiler ortaya ¢ikmakta ve giderim verimi diismektedir. Bu nedenle giderim
yapilacak atiksuda tek ¢esit metal bulunmasi giderim verimini artiracak &nemli bir
etmen gibi gdriinmektedir. Metal isleme fabrikalar atik ¢gamuruna eklenen izolatlarin
giderimi artirmasi bu izolatlarin atikgcamurda hayatta kalabildikleri ve giderim
saglayabildiklerini gdstemektedir. Dolayisiyla izolatlar (6zellikle N5b) atik
ariiminda metal giderimini artirmak amaciyla gamuru agilamak igin kullanilabilirler.
Calisma kapsaminda N4c izolatmin metal direngliligi bakir, nikel ve demir igin, Nlc
ve Nb5a izolatlarinin metal direnglilikleri ise sadece bakir metali i¢in E.coli ile
kiyaslanmustir. Izolatlarin &zellikle bakira direnglerinin E. coli’ye kiyasla daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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