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OZET

PSEUDOMONAS CiNSi BAKTERILERDE HEKZAVALENT KROM iNDIRGEME
UZERINE AGIR METALLERIN ETKisi

Bu c¢alismada kullanilan izolatlarin 16S rRNA sckans analizi sonuglarinin
degerlendirilmesi sonucunda toplam 13 izolat i¢inde 6 farkli tiir oldugu tespit
edilmistir. Bu izolatlarin 3’4 Enterobacter cancerogenus , 3’ Pseudomonas
mendocina, 1’i Exiuguobacterium aurantiacum , 2’si Pseudomonas stutzeri, 2’si
Enterobacter cloacae ve 1 tanesinin de Streptomyces thermocarboxydus oldugu

gOriilmiistir.

Bakterilerin krom direncliligi, Minimum Inhibisyon Konsantrasyonuna (MIK) gore
belirlenmistir. Krom indirgeme deneylerinde c¢alisilmak iizere krom ve agir
metallerin hiicre iizerine olan toksik etkisi nedeniyle 110 ppm ve 25 ppm MIiK
degerine sahip olan P. mendocina PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-P22
suslar1 secilmistir. Segilen P. mendocina PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-
P22 suslarin krom indirgeme deneyleri i¢in gerekli optimum sartlar belirlenmistir.
Her iki bakterinin optimal gelisme sicakliklart 37 °C olup tim krom indirgeme
deneyleri Triptik Soy Broth (TSB)’ta yapilmistir. Bakterilerin en iyi indirgeme
yaptiklar1 pH dereceleri ise P. mendocina PASS3-P18 bakterisi i¢in pH=7 ve P.
mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi i¢in pH=6"dr.

Farkli metal ve agir metallerin indirgemeye olan etkisini belirlemek i¢in Mn*?, Cu*?,
Fe*?, Ba™, Al Ni*%, Co™ zn* Cd* Pb™*nm saf suda c¢oziinebilen
konsatrasyonlari (Cu*?, Mn*2, Zn*?, Fe*? 52ppm, Ba™?, Al*2, Ni*?, Pb*? icin 100 ppm,
Co*?ve Cd*? igin 20 ppm) dikkate alinmistir. Son hacim 100 ml olacak sekilde ilgili
besi ortamlaria Cr(VI) ile birlikte ilave edilmislerdir. Krom indirgeme deneyleri

difenil karbazid metoduna gore yapilmistir.

Calismamiz sonunda elde edilen verilere gore kullanilan agir metallerden Cu*? ve
Fe"*'nin her iki bakteri i¢in krom indirgemeyi tesvik ettigi ortaya ¢ikmustir. Ayrica
P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi ile yapilan 25 ve 15 ppm krom
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konsantrasyonundaki deneylerde diger P. mendocina PASS3-P18 bakterisinden
farkli olarak Co™ ve Mn*? agir metallerinin krom indirgemesini tesvik ettigi
bulunmustur. Al**’un, P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 25 ppm krom
konsantrasyonunda krom indirgeme iizerinde tesvik edici etkisi bulunurken, 15 ppm
krom konsantrasyonunda ise kontrol ile ayni siirede krom indirgemeyi tamamladig1
goriilmustiir. Caligmada kullanilan diger agir metallerin (Ba*?, Ni*?, Zn*2, Cd*?, Pb*?)
her iki bakteri i¢in krom indirgeme tizerine olumsuz etkisi oldugu ortaya ¢ikmustir.
Bu durumu bu agir metallerin bakteriler i¢in esansiyal olmamasi ve yapmis oldugu

toksik etkinin bir sonucu olarak agiklayabiliriz.

Pseudomonas mendocina PASS3-P18 i¢in yapilan biyosorbsiyon deneylerinde
bakterinin hiicre yilizeyinde kromu tutmadigi goriilmiistiir. Bu sonug, ¢alismamizda

kullanilan bakterinin kromu indirgedigine dair bir kanit niteligindedir.

Caligmamizda yapilan scanning elektron mikroskobu goriintiilemesinde kromlu ve
kromsuz ortamdaki hiicreler karsilastirildiginda kromlu ortamdaki hiicrelerin

dejenere olmus yapilari ortaya ¢ikmaktadir.

SDS-PAGE analizi sonucunda ise P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 31
kDa civarinda bir protein bandi, P. mendocina PASS3-P18 de iki ayr1 protein
bandinin indiiklendigi gozlenmistir. Bu protein bantlarindan biri yaklasik olarak 29
kDa biiyiikliigiinde iken diger bandin molekiiler biiyiikliigii yaklasik olarak 52
kDa’dur.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas, krom indirgeme, agir metal, biyoremediasyon
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ABSTRACT

THE EFFECT OF HEAVY METALS ON HEXAVALENT CHROMIUM
REDUCTION BY PSEUDOMONAS

As a result of thel6S rRNA sequence analysis of isolates used in the study, it was
found out that there are 6 different types, out of totally 13 isolates. 3 of these were
Enterobacter cancerogenus, another three are Pseudomonas mendocina, one was
Exiuguobacterium aurantiacum, two were Pseudomonas stutzeri, another two were

Enterobacter cloacae, and one was Streptomyces thermocarboxydus.

The chrome resistance of bacteria was determined by Minimum Inhibition
Concentration (MIC). For the purpose of including in the chrome reduction
experiments, owing to the toxic effect of chrome and heavy metals on cells, P.
Mendocina PASS3-P18 and P. Mendocina DS0601-FX-P22 having 110 ppm ve 25
ppm MIC value were selected. For the selected strains P. Mendocina PASS3-P18
and P. Mendocina DS0601-FX-P22, the optimum conditions necessary for chrome
reduction experiments were determined. For both of the bacteria, the optimal
evolution temperature was determined as 37 °C and the chrome reduction
experiments were conducted in Triptic Soy Broth (TSB). The best pH degree in
which the bacteria indicated high reduction degree for P. Mendocina PASS3-P18
bacteria was 7 while it was 6 for P. Mendocina DS0601-FX-P22.

In order to determine the effects of metals and heavy metals on the reduction, Mn*?,
Cu*? Fe*?, Ba™, AlI?, Ni*?, Co™ zn*%, Cd™ Pb" s concentrations that can be
dissolved in distilled water, 52 ppm for Cu*?, Mn*?, Zn*?, Fe*?, 100 ppm for Ba™?,
Al"2 Ni*2, Pb* and 20 ppm for Co™ and Cd*® were taken into consideration.
Determining the final concentration as 100 ml, Cr(VI) was added to the related
medium.  Chrome reduction  experiments were conducted regarding

diphenylcarbazide method.

According to the findings that were obtained at the end of the study, it was found that
of the heavy materials used in the study, Cu*? and Fe*? has stimulated the chrome
reduction. In addition, in the experiments with 25 and 15 ppm chrome
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concentrations which were conducted with the bacteria P. Mendocina DS0601-FX-
P22, it is found that the heavy metals Co*? and Mn*? had stimulated chrome
reduction, different from the other bacteria P. Mendocina PASS3-P18. It has been
found that there was a stimulation effect of the bacteria Al*? P. Mendocina DS0601-
FX-P22 on the chrome reduction in the 25 ppm chrome concentration whereas in a
medium of 15 ppm chrome concentration it was found that same chrome reduction
interval as the control. On the other hand the other heavy metals in the study (Ba*?,
Ni*?, Zn*?, Cd*?, Pb*?) had negative effect on the chrome reduction of both bacteria.
This is possible due to explain this situation as a result of the toxic effect of heavy
materials or these heavy metals are not essentials for those bacteria.

In the biosorption experiments conducted for P. Mendocina PASS3-P18 bacteria, it
was seen that the bacteria did not keep chrome on the surface of cell. This result of
the present study is evidence that the bacteria used in the study absolutely reduced

chrome.

Upon analyzing the scans of electron microscope, when we compare the mediums
with and without chrome, we observed that the cells in the medium of chrome have

degenerated forms

As a result of SDS-PAGE analysis, 1t was observed that one intensity of one protein
band corrspanding to approximately 31 kDa in P. Mendocina DS0601-FX-P22 and
two different protein bands in P. Mendocina PASS3-P18 were induced. One of these
band was approximately 29 kDa, On the other hand other one was approximately 52
kDa.

Keywords: Pseudomonas, Chromium reduction, heavy metal, bioremediation
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1. GIiRIS

Teknolojinin hizli gelismesi, hizli sanayilesme ve niifus artis1 ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Endiistriyel atik sularin bir¢ogu ¢esitli su standartlarina gére istenmeyen
oranlarda agir metal iyonlar igermektedir. Arsenik, civa, kursun, krom, kadmiyum,
nikel, demir, bakir, ¢inko gibi agir metaller kirlilige neden olmaktadir. Agir metaller
canlilar i¢in toksik olup, viicuda girdikleri zaman ciddi hastaliklara ve O6liimlere

neden olurlar.

Kimyasal c¢okeltimle metalleri istenilen seviyelere indirebilmek icin asir1 kimyasal
kullanimi gereklidir ki fakat bu hacimce ¢ok miktarda toksik ¢amur olusumuna
neden olmaktadir. Ayrica bu ¢amurlarin aritilmasi i¢in de ek proseslere ihtiyag
vardir. Buna ek olarak, kimyasal yontemler hem pahalidir, hem de metalin geri
kazanilmasindan daha ziyade atik sulardaki asir1 metal kirliligini kontrol etmeyi ve
istenilen konsantrasyonlara diisiirmeyi amaclamaktadir. Halbuki sudaki birgok
mikroorganizma ¢oziinmiis agir metalleri biinyelerine alabilme mekanizmalarina
sahiptirler. Mikroorganizmalarin bu &zelliklerinden yararlanilarak endiistriyel atik

sulardaki agir metallerin giderimi ve geri kazanimi miimkiin olabilmektedir.

Krom, metal ve kromatlar seklinde bulunan ve ¢ok genis 6l¢iide korozyon Onleyici
uygulamalarda kullanilan bir elementtir. Cr(VI)’min ana kaynaklari; deri, boya,
miirekkep, kumas boyasi, aliiminyum vb. endistrilerdir. Son yillarda, kromun
giderimi i¢in daha ucuz alternatif yontemler aragtirilmaktadir. Agir metal iyonlarinin
adsorpsiyonu i¢in alg, bakteri, mantar ve mayalarin biyosorbent olarak
kullanilabilecekleri kanitlanmistir ( Nakiboglu ve Sevindir, 2006; Srinath ve ark.
2002; Kivang ve ark. 1996). Krom indirgeme iizerine organik asit, karbon kaynaklart,
agir metaller, pH, sicaklik, krom konsantrasyonu gibi cesitli kosullarin etkileri
onemli aragtirma konularindan olup, bu faktorlerin bakteriyal krom indirgeme

mekanizmasi tizerine nasil bir etki yaptigi hala detayl olarak anlasilabilmis degildir.

Bu c¢alismada Pseudomonas cinsine ait Pseudomonas mendocina PASS3-P18 ve
Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterilerinde Cd*?, Pb* gibi agir

metaller ve Mn*?, Cu*?, Fe*?, Ba*, Al*2, Ni*?, Co*™, zn*? gibi metallerin Cr (V1)



indirgemeye etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Toprak ve su gibi dogal
ortamlarda ¢ok sayida metal ve agir metal kirliligi mevcuttur. Bu tiir agir metallerin
hem kendi aralindaki etkilesimleri hem de bu ortamlarda bulunan krom indirgeyici
mikroorganizmalar tizerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasi
ile baz1 agir metallerin krom indirgeme iizerindeki etkileri ile ilgili bilgi elde edilmis
olunacaktir. Elde edilecek bilgiler konu ile ilgili daha detayli ¢alismalara zemin
olusturabilecektir. Biyoremediasyon ¢alismalarinda krom indirgemeye etki eden

faktorlere bir yenisi daha ilave edilmis olunacaktir.

1.1. Krom

Atom numarasi 24, atomik agirligi 51,996 gr/mol olan krom, ilk kez Fransiz kimyaci
Vauquelin tarafindan 1797’de kesfedilmistir. Vauqulin Sibirya’daki kirmizi kursun
madenlerinden kesfettigi bu elementi bilesimindeki farkli renklerden dolay1
Yunancada renk anlamina gelen ‘chroma’ kelimesi ile isimlendirdi (Mohan ve
Pittman Jr, 2006). Cr, Ar3d54s® elektronik konfigiirasyon durumuyla peryodik
tablonun VI-B grubunda yer alir.Ayrica krom elementinin fiziksel 6zellikleri tablo

1’de verilmektedir.
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Sekil 1: Periyodik tablo



Havaya maruz kaldiginda hizla oksitlenmesine ragmen, kromun elementel formu
(Cr(0))’ dir. Bu nedenle olusan ince oksit tabakasi oksijene gegirgensizdir ve bu
ylizden metalin geri kalanin1 daha fazla oksidasyona karsi korur. Bu ozellik
giinimiizde elektrokaplama ile diger metallerin korunmasinda kullanilir

(Molakwane, 2010).

Geleneksel olarak sadece laboratuvar kosullari altinda gézlenen Cr’un stabil olmayan
ve biyolojik sistemlerdeki kisa dmre sahip diger degerlikteki durumlarina ragmen,
Cr’un stabil formlar1 Cr(IIl) ve Cr(VI)’dir. Cr(VI), kromun en toksik formu olup
genellikle kromat (CrO4?) seklinde oksijenle ya da dikromat (Cr,0;%) seklinde
oksianyonlarla kompleks yapmis formda bulunmaktadir (Molakwane, 2010;Shanker
ve ark., 2005). Cr(Ill) ise oksit, hidroksit ve siilfat formlarinda bulunup ¢ok daha az
hareketli, su ve topraktaki organik materyale giiclii bir sekilde bagli olarak bulunur.
Cr(VI) giiclii bir okside edici ajan olup organik madde varliginda Cr(Ill)’e
indirgenmektedir. Bu doniisiim asidik topraklar gibi asidik ortamlarda daha hizli
olmaktadir (McGrath ve Smith, 1990). Bununla birlikte Cr(VI)’nin yiiksek diizeyleri,
ortamin indirgeme kapasitesinin iistiinde olup bir kirletici olarak davranmaya baslar.
Ayrica Cr(IIl) de asir1 oksijen varliginda Cr(VI)’ya oksitlenebilir ve ¢ok toksik bir
forma tekrardan doniismiis olur (Vajpayee ve ark., 1999).

Krom dogada granitik kayalar, serpentin kayalar ve komiirde agirlikli olarak Cr(III)
formunda ¢ogunlukla kromit (FeOCr,0%) ve krokoit (PbCrO*) olarak olusur (Merian,
1984; Hintze, 1930). Hekzavalent kromun ¢ok kii¢iikk miktarlar1 tersiyer ve
quarterner aliivyon dolu havzalarla iligkili zengin yer alt1 suyu silikatinda olusur.EsKi
aliivyal sedimentlerdeki silikatlarin  stirekli  hidrolizi  Cr(Il)’tin  Cr(VI)’ya
oksidasyonuna sebep olan su pH’simi arttirir (Robertson, 1975). Ayrica Cr(VI)
atmosferde orman yanginlari, komiirlin yanmasi, volkanik patlamalar , otomobil
egzozu ve krom iceren materyallerle iliskilidir (Xing ve Okrent, 1993; Merian,
1984).

Krom diinyada en ¢ok bulunan yedinci element olup, yer kabugunda ise 21. siradadir
(McGrath ve Smith, 1990). Yeryliziindeki Cr miktarr, 100-300 pg/g araliginda
degismektedir. Cr hava, toprak ve su ekosistemlerinde dogal olarak bulunmaktadir.
Topraktaki dogal bulunurlugu 10-50 mg/kg arasindadir. Tatli sulardaki
konsantrasyonu genellikle 0.1-117 pg/L arasindayken denizlerdeki konsantrasyonu

0.2-50 pg/L arasindadir. Atmosferdeki Cr konsantrasyonu ise oldukg¢a farklilik



gostermekte olup 5x10°-1.2x10°° pug/m® arasindayken kirli alanlarda 0.015-0.03 pg/
m® arasindadir (Nriagu, 1988). Krom, tabak yapimi, boyama, alasim, kimyasal
maddelerin yapimi (Palmer ve Wittbrodt, 1991), maden sanayii, pigment, tekstil ve
elektro kaplamaciliktaki (Vajpayee ve ark.,1999) yaygin kullanimina bagl olarak
cesitli endiistriyel alanlardan dogal su ekosistemlerine girmektedir. Diinyadaki
kullanim1 her y1l yaklasik 107 ton civarindadir; bunun yaklasik %60-70°1 ¢elik ve
%15’1 de tabak yapimi, pigment ve elektrokaplamacilik gibi kimyasal endiistri
prosesinde kullanilmaktadir (McGrath ve Smith, 1990; Stern, 1982; Papp, 1985). Bu
kullanimlarin neticesinde krom, su, toprak ve hava ekosistemlerinde ciddi bir
Kirletici potansiyeli haline gelmis ve Cr’un g¢evredeki biyolojik bulunurlugunu ve
biyohareketliligini arttirmistir. Kirlenmemis tatli sularda krom konsantrasyonu 0,1—
0,5 ppm arasinda, okyanuslarda 0,0016-0,05 ppm arasinda (De Filippis ve Pallaghy,
1994), kagit endiistrisi ¢ikis sularinda ise 80 ppm civarindadir (Carlos ve ark., 2001) .
Cevredeki kromun kritik degerlendirmeleri iizerine detayli derlemeler Kimbrough ve
ark. (1999), Kotas ve Stasicka (2000) tarafindan da yapilmigtir. Atik sulardaki izin
verilen Cr miktar1 2.0 pg/mL iken bu deger genellikle 2000-5000 pg/mL’yi
bulmaktadir (Vajpayee ve ark.,1999). Kaplamacilik endiistrisi atik sularindaki Cr(VI)
ve Cr (II) derisimleri sirasiyla 25-100 ve 5-50 pg/L arasindayken tabak yapimi
endiistrsindeki Cr(IIT) konsantrasyonu 1500 pg/L olarak tespit edilmistir (Dirilgen ve
Dogan, 2002). Atik sulardaki Cr tiirlerinin konsantrasyonlar1 Cr’un kullanildig:
endiistriyel proseselerdeki cesitlilige bagli olarak degismektedir (Nriagu, 1988). Bu
nedenle Cr(VI) maden sanayiinde Cr(IIl) ise tabak yapimi, tekstil ve dekoratif
kaplama enddistrisi atik sularinda daha yiiksek diizeylerde bulunmaktadir (Dirilgen ve
Dogan, 2002). Metal kaplama sanayiinde aritilmamis atiksular yaklasik 100 mg/L
Cr(VI) igerirler ki bu da izin verilen limit olan 0,05-1 mg/L’den oldukc¢a fazladir
(Thyagarajan, 1992; Arora ve Pandey, 1984).

Krom Giiney Afrika, Filipinler, Giiney Zimbabve ve Tiirkiye’de en biiyiik yataklar
olan kromit madeninden [(Fe,Mg)O(Cr, Al, Fe)203] ekstrakte edilir (Matthews ve
Morning, 1980). Simdiye kadar asagidaki verimli tipleri i¢eren yaklasik bes maden

tanimlanmaistir:
Barbertonit: Mg®Cr?(CO% OH®® . 4H,0

Brezinat: Cr’s*



Kromit: (Mg, Fe*?) (Cr, Al, Fe**)?0*

Kromatit: CaCrO*

Nikromit: (Ni, Co, Fe *?) (Cr, Fe **, Al)’°0*

Cikarilmis madenlerden ferrik kromit (FeCr’0*) esas olarak Giiney Afrika’da

bulunmustur. Giiney Afrika’daki kromit madeni rezervi yeryiiziiniin tanimlanan

kaynaklarinin yaklagik %72’sini temsil eder. Krom madeni kaynaklarini igleten diger

iilkeler ise Rusya, Finlandiya, Hindistan, Kazakistan ve Brezilya’dir (Molakwane,

2010).

Tablo 1: Krom elementinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ortalama atomik kiitle
Kaynama noktasi

Boyca genlesme katsayisi
Yogunlugu

Elektrik iletkenligi

Is1 iletkenligi

Erime noktasi

Molar hacmi

Isinma 1s1s1
Notron/proton/elektron sayisi
Atomik yar1 ¢cap1

Atomik hacim

Iyonik yar1 ¢ap1

Kovalent yar1 ¢ap1

Elektron konfigiirasyonu

Her enerji seviyesindeki elektron sayisi

Niteligi

Yanabilirlik sinifi
Fiziki hali
Kristal yapisi

51.9961

294 K 2672 °C 4828 °F
62x10 " cm/cm/ °C(0 °C)
7.19 g/cc

0.0744x10°/cm

0.937 W/cmK

2130 K 1857 °C 3375 °F

7.78 cm®/mol
0.45 J/gK
28/24/24

1.85 A

7.23 cm®/mol

0.52 A
1.18 A

15225 p®3s p®d°4st
2,8,13,1

Sert kirilgan gri renkli gecis
metali

Yanici olmayan kati

Kat1 (20°C 1 atm)

Kiibik merkezli




1.1.1. Krom kullanimi ve kirliligi

Krom’un baslica kullanicilar1 metaliirjik, kimyasal ve refrakter tugla endiisrileridir
(Langard, 1980). Kromu kullanan diger endiistriler pigment liretimi, metal kaplama,
korozyonu engelleme, organik sentez, deri tabaklama ve ahsap koruma
endistrileridir (Yassi ve Nieboer, 1988; Hartford, 1979; Darrin, 1956).

Kromun yaygin endiistriyel kullanimi ¢evreye desarj edilen krom igeren atiklarin
yiiksek hacimlere ¢ikmasina yol agar. Bu atiklarin yani sira, konteynirlarin hatali
ambalajlanmasi ve depolanmasindan dolayr sizinti da kromun ¢evrede birikimini

arttirir (Sharma, 2002).

Kromun neredeyse tamami insan aktivitelerinden kaynaklanarak dogal sistemlere
girer. Sadece % 0.001°1 dogal jeolojik proseslere baglidir (Merian, 1984). Cevreye
akan antropojenik kaynakli krom esas olarak Cr(VI)’dir. Cr(III)iin aksine Cr(VI)
aquatik sistemlerde yiiksek ¢oziiniirliik ve mobilite ile siddetli bir kontaminanttir.
Cr(VI) kronik ve subkronik etkilerine bagh olarak U.S.EPA (ABD Cevre Koruma
ajansi) tarafindan A grubu insan karsinojeni olarak siniflandirildigr bilinen bir

karsinojendir ( Federal Register, 2004).

1.1.2. Cevre ve saglik etkileri

Onceki calismalarda, oksidasyon durumuna bagli olarak kromun biyolojik etkileri
arastirilmistir; Cr(VI) ¢ogu organizmalar i¢in oldukga toksik iken Cr(IIl) daha az
toksiktir (Katz ve Salem, 1993; Wong ve Trevors, 1988). Cr(VI) bilesikleri Cr(III)
bilesiklerine oranla oldukga yiiksek ¢oziintirliige sahip olup biyolojik bulunurluklar
daha yiiksektir (Dirilgen ve Dogan, 2002). Kotas ve Stasicka (2000), Cr’nin biyolojik
bulunurlugu ve hareketi kadar toksisitesinin de esas olarak kimyasal formuna baglh
oldugunu 6ne siirmiislerdir. Cr(VI), Cr(III)’e oranla gerek giiclii oksidatif potansiyeli
ve gerekse de hiicre membraninda kolayca difiize olmasi nedeniyle biyolojik

sistemler tlizerine toksik etkiler gostermektedir (Dirilgen ve Dogan, 2002).

Krom toksisitesi Cr(VI)’nin daha diisilk oksidasyon durumlarina indirgenme
prosesiyle iliskilidir. Cr(VI)’nin Cr(Ill)’e rediiksiyonu bir¢cok biyolojik sistemlerde
rapor edilmistir; Ornegin Cr(V) gecis formu, Cr toksisitesindeki olasi onemli
mekanizmalara katilmaktadir (Kawanishi ve ark., 1986). Cr(V) kompleksleri,
NAD(P)H, FADH2, bazi pentozlar ve glutatyon gibi fizyolojik indirgeyici ajanlar
tarafindan Cr(VI)’nin rediiksiyonuyla olusmaktadir (Shi ve Dalal, 1990). Bu



kompleksler, OH radikallerinin 6nemli miktarlarin1 olusturmak igin HyO, ile
reaksiyona girmektedirler. OH radikalleri de diger toksik etkilerinin yani sira direkt
olarak DNA degisikliklerine neden olmaktadirlar (Shi ve Dalal, 1990 ). Diger hiicre
i¢ci krom-indirgeyici ajanlar, vitamin C ve B12, sitokrom P-450 ve mitokondriyal

solunum zinciridir (Alcedo ve Wetterhahn, 1990).

Intraseliiler Cr(Ill), DNA’nin fosfat gruplar1 tarafindan tutulmakta ve bu da
replikasyonu, transkripsiyonu etkilemekte ve mutasyona neden olmaktadir
(Bridgewater ve ark., 1994; Costa, 1991; Nishio ve Uyeki, 1985). DNA iizerindeki
oksidatif hasar krom tarafindan iiretilen genotoksik etkinin sonucunda oldugu
diistintilmektedir (Luo ve ark., 1996; Itoh ve ark., 1995). Cr(l1l), enzimlerin karboksil
ve siilfidril gruplarina baglanarak enzimlerin yapisin1 ve aktivitesini degistirmektedir
(Levis ve Bianchi, 1982). DNA polimerazin modifikasyonu ve diger enzimlerin
aktivitesi  Cr(Ill)’lin  magnezyum iyonuyla yer degistirmesi sonucunda

etkilenmektedir (Carlos ve ark., 2001; Travieso ve ark., 1999; Snow, 1994).

1.1.3. Beslenme ve toksisite; insan saghginda riskler

Krom (VI) mutajenik ve kanserejonik oOzelliklerinden dolayr A grubu insan
kanserojen maddesidir. Cr(VI)’ya maruz kalindiginda, sindirim sistemi ve
akcigerlerde kansere (Kaufman, 1970), mide bulantisina, ishale, kanamalara neden
olabilir (Gupta ve ark., 2001; Browning, 1969). insanlar Cr(VI) bilesiklerini
inhalasyon, dermal temas ve yutma yoluyla absorblayabilirler. Cr(VI)’nin insan
sagligina etkileri akciger kanseri, solunum yollar1 irritasyonu, dermatit, bobrek ve
karaciger hasar1 ve mutasyon ve karsinojenlere yol acan ¢esitli niikleik asit ve protein
hasarlarin1 kapsar (Bianchi ve Levis, 1984).Bununla birlikte alerjik dermatit, deri
iilserasyonu, mukoz membranlar1 irritasyonu, nazal septum, bobrek tiibiil nekrozu ve
solunum yolu enfeksiyonlarinin artmasi gibi bir takim saglik risklerine yol acar
(Flesel, 1979).

Krom 6zellikle Cr(IIT) ve Cr(VI) gibi farkl tiirleri oldugu icin ¢evrede diizenli toksik
elementler arasinda essizdir ve farkli sekillerde diizenlenmistir. Kimyasal,
toksikolojik ve epidemiyolojik kanitlara dayanarak, Cr(VI) konsantrasyonunun
diizenlenmesi Cr(IlI)’den farklidir. Hekzavalent krom toksik ve mutajenik iken,
trivalent krom besinsel olarak kullanilan formdur. Kromun hem giiglii bir epitel

tahris edici hem de insan karsinojeni oldugu onaylanmistir (Langand, 1983; Petrilli



ve Flora, 1977). Aksine, Cr(lll) hayvan fizyolojisinde esansiyel bir elementtir ve
glukoz ve yag metabolizmasinda rol oynar (Mertz, 1993; Anderson, 1989). Kromun
biyotoksisitesi biiylik 6l¢iide biyolojik membranlar1 gegme yeteneginin ve oksitleme

giicii kapasitesinin bir fonksiyonudur (NAS, 1974).

1.1.4. Hayvanlar

Cr(VI) baz1 topraklarda bir hayli hareketlidir ve Cr(V1) ile kontaminasyon belki de
insanlar dahil sucul ve karasal organizmalar i¢in kaginilmazdir. Krom eser
miktarlarda insan ve hayvan beslenmesinde gerekli bir bilesendir (Jeejeebhoy ve
ark., 1977; Mertz, 1969). Bu glukoz metabolizmasi ile iliskilidir (Mertz, 1969) ve
normal glukoz toleransimi siirdiirmek icin gerekli bir faktor olan glukoz tolerans
faktori biitiinleyici bileseni (GTF) insiilin regiilasyonu igin gereklidir. Krom hiicreye
instilin  baglanmasin1  arttirarak insiilin  hareketini potansiyelize ederek ve
diizenleyerek islev goriir (Anderson ve ark., 1987). Krom ayrica hayvanlarda yag
metabolizmasinda 6nemli bir bilesen olarak bilinir (Anderson, 1989). Kroma kronik
maruziyet memelilerde karsinojene, teratogeneze, diisiik ve erken 6lii doguma sebep
olur. Bu ve bunun gibi toksik etkilerden dolay1 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) i¢me
sularinda kabul edilebilir maksimum krom konsantrasyonunu 0.05 mg/L (50 pg/L)
olarak belirlemistir (ACGIH, 2004; Kiilunen, 1994).

1.1.5. Bitkiler ve algler

Cr(VI)’nin canli hiicrelere ciddi zararlar verdigi kanitlanmisken Cr(IIl) oldukga
diisiik ¢oziiniirliigli nedeniyle ¢ok daha az toksiktir. Bununla birlikte bitkilerde
yapilan ¢alismalarla, Cr(Ill)’in Cr(VI)’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugunda canli dokularda ciddi hasarlara neden olabilecegi gozlenmistir

(Cervantes ve ark., 2001).

Pratt (1966)’a gore diisiik krom konsantrasyonlar: bitki biiylimesini sitimiile
etmektedir. Ancak bitkilerde beslenme i¢in kromun esansiyel bir bilesen olmadig
kesin olarak gosterilmistir. (Huffman ve Allway, 1973). Cr(VI) etkisi, Cr(VI)
yoklugunda ¢imlenmeyle karsilastirildiginda, Cr(VI) varliginda gdzlenen tohum
¢imlenmesinde indirgeme %80°den daha fazladir (Salunkhe ve ark., 1998). 5-60
mg/kg topragin Cr(VI) konsantrasyonlar1 kdklere hasar verdigi icin bitki biiylimesini
geciktirdigi gozlemlenmistir(Anon, 1974). Bitkiler i¢in toksik olan Cr(VI), kok

indirgenmesi, fitomas, fotosentetik pigmentler, klorosis ve biiylimeyi inhibe etmekte



ve sonugta da bitkinin 6liimiine neden olmaktadir (Tripathi ve Smith, 1996; Sharma
ve ark., 1995; Gaur ve ark., 1994).

Arpa fidelerinin biiylimesi {izerine 100 uM Cr (III) %40°lik bir inhibisyon etkisi
yaratirken ayni derisimdeki Cr(VI), siirgiinlerde %75, koklerde ise %90 biiylimeyi
inhibe etmistir (Skeffington ve ark., 1976). Klorosis ve nekrosis bitkilerde Cr
toksisitesi sonrasinda gézlenen septomlardir. Arpa bitkilerinde 100 ppm Cr(VI) nin 2
giinliik etkilesimden sonra stress olusturdugu ve 7-10 giinden sonra tiim bitkileri
oldiirdiigi gozlenmistir. Cr(VI) tarafindan olusan semptomlar Cr(Ill) tarafindan
olusturulanlardan hem daha gii¢lii hem daha erken olusmakta hem de daha diisiik
konsantrasyonlarda meydana gelmektedir (Hauschild, 1993). 50 ppm Cr(VI)’ya
maruz kalan arpa bitkileri ise, goriiniigleri degismesine ragmen canli kalmislardir;
100 ppm’e maruz kaldiklarinda 2 giinden sonra strese girmis, 7-10 giinde tiim bitkiler

Olmistiir (Carlos ve ark., 2001).

Krom etkisinde, bitkilerdeki protein icerigi ve nitrat rediiktaz aktivitesindeki diisme
in vitro olarak gozlenmistir (Vajpayee ve ark., 1999). Mikroniikleus olusumu,
kromozomal degisimler, Vicra faba ve Allium cepa kok uglarinda agir metal
etkisinde gozlenmistir (Minissi ve ark.,1998; Rank ve Nielsen, 1998). Krom
konsantrasyonlariyla iliskide mikroniikleus olusumu kontamine olmus topraklardaki
bitkilerde gozlenmisken topraktaki diger agir metal diizeylerinde bu durum
gozlenmemistir (Wang, 1999). Cr(lll) daha az ¢6ziindiigii i¢in yer alti sularina
filtrelenmez ve bitkiler tarafindan alim1 da olmaz. Bununla birlikte, bitkilerle yapilan
caligmalar gostermistir ki Cr(VI)’dan yiiksek konsantrasyonlarda Cr(ll)

mevcudiyeti, canli dokularinda 6nemli problemlere neden olmaktadir.

Cr(VI)’nin alglerde biiyiimeyi, fotosentezi, morfolojiyi ve enzim aktivitesini
etkiledigi gosterilmistir. 20 ile 20000 ppm arasinda degisen Cr(VI) konsantrasyonlari
algler i¢in toksik oldugu gosterildi (Schroll, 1978; Towill ve ark., 1978;; Rosko ve
Rachlin, 1977; Silverberg ve ark., 1977; Anon, 1974)

Algler iizerine kromun etkileri Wong ve Trevors (1988) tarafindan calisilmistir.
Ortalama 3,6 mg/L kromun algler i¢in toksik oldugu rapor edilmistir (Healey, 1973).
Hervey (1949), 3,2 mg/L Cr(VI)’nin Chlorella, 0,32 mg/L’nin ise Euglenoidler igin
inhibitor etki yarattigini rapor etmistir. Meisch ve Smhmitt-Beckmann (1979),

laboratuvar calismalarinda 2 mg/L Cr’un Chlorella pyrenoidosa biiylimesini ve



klorofil sentezini inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Spirogyra ve Mougeotia
alglerinde Cr(VI)’nin Cr(Ill)’e rediiksiyonu in vivo kosullarda gézlenmistir (Liu ve
ark., 1995). Biiyiime hizi bitkilerdeki krom toksisitesini belirlemek igin siklikla
kullanilmaktadir. Algler i¢in en diisiik effektif konsantrasyon 0,3-3,6 mg/L arasinda
degismektedir (Eifac, 1983).

Chlorella vulgaris biiyiimesi 45-100 ppm Cr(lll) ya da Cr(VI) tarafindan
etkilenmemisken Scenedesmus acutus’ta 15 ppm’den daha yiiksek Cr
konsantrasyonlarinda biiyiime inhibe edilmistir (Travieso ve ark., 1999). Bununla
birlikte Brady ve ark. (1994a), 100 ppm Cr (lll) etkisinde Scenedesmus ve
Selenastrum alglerinin koloni biiyiimesi devam ederken 100 ppm’lik Cr(VI)’ nin bu
biiylimeyi inhibe ettigini rapor etmislerdir. Cr tarafindan fotosentezin inhibe edilmesi
Chlorella (Wong ve Trevors, 1988) ve Scenedesmus (Corradi ve ark., 1998) igin

rapor edilmistir.

1.1.6. Mikroorganizmalar

Hekzavalent kromun bakterilerde rapor edilen goriilebilir etkileri arasinda, hiicre
uzamasi, genislemesi ve genellikle hiicre biiyiime inhibisyonuna yol acan inhibe
olmus hiicre bolinmeleridir (Coleman ve Paran, 1983; Theodou ve ark., 1976).
Gram(+) ve gram(-) bakterilerin morfolojilerindeki degisimler Bopp ve ark.
tarafindan gozlemlenmistir (Bopp ve ark., 1983). Arastirmacilar, Staphylococcus
aureus, S. Epidermidis, Bacillus cereus ve B. Subtilis gibi birka¢ bakteriyel tiir
kolonisinde farkli derecelerde dejenere olmus hiicrelerin varligindan bahsetmislerdir
(Bondarenko ve Ctarodooboua, 1981). 10-12 ppm’lik Cr(VI) konsantrasyonu sivi
besiyerindeki birgok toprak bakterisi igin inhibitor etki gosterir ve genelde gram(-)
bakteriler, gram(+) bakterilere gore Cr(VI)’ya daha hassastirlar (Ross ve ark., 1981).
Cr(VI1), Escherichia coli, Bacillus subtilis, ve Salmonella typhimurium’da da
mutajenik etkilere neden olmaktadir (Petrilli ve Flora, 1977; Nishioka, 1975; Venitt
ve Levy, 1974). Kromun mutajenik etkileri sadece hiicre membranindan gectigi
zaman gorilmektedir. Hiicre membranlarindan uzun inkiibasyon ve yiiksek
konsantrasyon gibi ekstrem kosullarda difiize olabilen Cr(IIl)’in aksine Cr(V1),
hiicre igine kolayca difiize olabilmektedir. Cr(VI)’nin hiicresel aliniminin equmolar
cozeltilerdeki Cr(Ill)’e gore en az 10 kez daha fazla oldugu hiicre kiiltiirii
calismalarinda da goriilmistiir (Cupo ve Wettrhahn, 1984; Levis ve ark., 1978; Gray
ve Sterling, 1950). Ancak, hiicre i¢ginde Cr(VI)’nin ¢ogu askorbik asit, sodyum siilfit,
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glutatyon, NADH ve NADPH gibi birtakim indirgeyici ajanlarla Cr(IIl)’e indirgenir
(Petrilli ve Flora, 1978).

Baz1 caligmalara gore, trivalent kromun DNA iplik¢ik kiriklarina neden oldugu
sonucuna varilmistir (Bianchi ve Levis, 1984; Bianchi ve ark., 1984; DeFlora ve ark.,
1984; Tsapakos ve ark., 1983; Tsapakos ve Wetterhahn, 1983; Levis ve ark., 1978;
Tsuda ve Kato, 1977). Cr(VI) bakteri hiicrelerinde baz ¢ifti yer degistirmesi ve
gergeve kaymasi mutasyonlarini igeren genotoksik etkilere neden olur (Petrilli ve
Folar, 1977). DeFlora ve ark. (1984) dengelenmemis niikleotit havuzlarinin bir ¢ok
genel etkisinden bahsetmektedir. Aslinda Cr(Ill) formu mutajeniteye yol agan
molekiiler olaylardan sorumlu biiyiik bir ajan olmasina ragmen, Cr(VI)’nin hiicreye

kolayca girmesi nedeniyle insan hayatinda daha fazla risk olusturdugu bilinmektedir.

Isikta biliyliyen Euglena hiicrelerinin, karanlikta biiyiiyen hiicrelere oranla Cr (VI)’ya
daha hassas oldugu gozlemlenmistir. Kromun daha diisiik konsantrasyonlar1 her iki
tirde de tolere edilmistir (Cervantes ve ark., 2001). Euglena gracilis’te Cr (III)’in
biiyiime hizinm diistirdiigii ve Cr(VI)’nin lag biiylime sathasinin uzattigi gézlenmistir
(Brochiero ve ark., 1984). Euglena’daki biiyiime inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin G-2
fazinda hiicrelerin depresyonuyla solunum ve fotosentezin inhibisyonu sonucunda

gerceklesmistir (Fasulo ve ark., 1983).

S. cerevisiae 'de krom toksisitesi fermente edilebilir substanslardaki biiyiimeye oranla
fermente edilemeyen karbon kaynaklarindaki hiicre biiyliimesi iizerinde daha fazla
oldugu gozlemlenmistir (Henderson, 1989). Bununla birlikte diger etkileri oksijen
alimmmimin  engellenmesi  ve  kiiciik  mutasyonlarin  olugsmast  seklinde
gerceklesmistir(Kharab ve Singh, 1987). Bu sonuglar S. Cerevisiae mitokondrisinin
krom igin 6nemli bir hedef organel oldugunu gostermistir (Henderson, 1989). Brady
ve arkadaglar1 (1994a) Scenedesmus ve Selenastrum alg kolonisi biiylimesinin, 100
ppm Cr(Ill)’den etkilenmedigini ancak 100 ppm Cr(VI)’da biiyiimenin
gerceklesmedigini kaydetmislerdir. Bu mekanizma alglerin kroma kars1 farkli

hassasiyetleri oldugunu agiga ¢ikarmaktadir.

1.2. Remediasyon Stratejileri

Remediasyon stratejileri kamunun krom ile kontamine olmus alanlara maruz kalma

riskini en aza indirmek i¢in ¢alisilmaktadir. Yaygin remediasyon stratejileri;
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hareketsiz olma secenegi, kontamine topragi kazima ve uzaklastirma, hava basma ve
isleme, toprak katilastirmasi ve stabilizasyonunu igerir. Optimal remediasyon
stratejisini uygulamak i¢in kromun kimyasal durumunu ve gociinii etkileyen fiziksel
ve kimyasal proseslerin anlagilmasi gereklidir. Eger ¢evrede potansiyel etki ve maruz
kalma riski sinirda ise hareketsiz olma segenegi kabul edilir. Toprak indirgeyici
tiplerinin varligmin bilinmesi bu secenegin uygulanmasi i¢in dnemlidir. Kazi,
basit¢ce kontamine topragin bir yerden bagka bir yere tasinimi saglandigi icin artik
cok tercih edilen bir metottur. Havalandirma ve isleme metodu sucul remediasyonda
en yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Iyilestirme igin kontaminantlari
yiizeylerden uzaklastirmak ve uygunluk simirlart Gtesinde kontaminantlari
engellemek i¢in degisen kontrolii saglamaktir. Bu metodun en onemli yani artan
konsantrasyondur. Bu konsantrasyon genellikle EPA’nin belirledigi maksimum
kontaminat diizeyinden daha yiiksektir. Toprak katilagtirma prosesi Cr(VI)’nin yer
alt1 suyuna gecirgen olamayan ¢oziinmeyen kimyasal forma doniistiirerek kontamine

topraklarin katilastirmasini igerir (Sharma, 2002).

Cr(VI) remediasyonu i¢in kullanilan kimyasal ve fiziksel islemli metotlar, kimyasal
reaktif bariyerler, fiziksel-kimyasal gegirgen reaktif bariyerler ve biyolojik gegirgen
reaktif bariyerler de ayr1 bir 6neme sahiptir (Molakwane, 2010). Atik sulardan
Cr(VI)’y1 uzaklastirmak i¢in kullanilan konvansiyonel yontemler Tablo 2’de
verilmistir. Tabloda ayni zamanda bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlari da

belirtilmistir.
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Tablo 2: Atik sulardan Cr(VI) uzaklastirma teknolojileri

Metot Dezavantajlar Avantajlan
o Zor ayrim
. Toksik camur problemi | e Kolay
Kimyasal Gokelme . Cok etkili degil . Nispeten ucuz
. Metal ve su geri
kazanimina dikkat edilmez.
. Yuiksek metal
konsantrasyonlari igin
uygulanmasi
Elektrokimyasal aritma | o Spesifik kosullara . Metal geri kazanimi

(girisim yapan bilesiklerin
varligi) karsi hassas olmasi

. Yuksek ilk yatirim ve
isletme maliyeti
. Yiksek basingta
calismasi . Cikis suyu

Ters osmoz . Membran tikanmasi saftir(yeniden kullanilabilir).
. Pahali

) . Partiklllere hassas . Etkili

lyon degigimi . Reginelerin pahali . Metal geri kazanimi
olmasi mUmkan

Adsorbsiyon . Bazi metaller icin etkili | o Konvansiyonel
olmamasi sorbent kullanimi

Bu aritma proseslerinin uygulanmasi, teknik veya ekonomik zorluklar nedeniyle
zaman zaman miimkiin olmaz. Agir metal iyonlarinin adsorpsiyonu i¢in alg, bakteri,
mantar ve mayalarin biyosorbent olarak kullanilabilecekleri kanitlanmistir
(Nakiboglu ve Sevindir, 2006; Srinath ve ark. 2002; Kivang ve ark. 1996). Bu

yiizden yeni yontemlerin arastirilmasina yonelim artmistir.

1.3. Biyolojik Temizleme (Biyoremediasyon)

Endiistriyel atiklardan kaynaklanan atik {irlinler her zaman ¢evre i¢in ciddi problem
olurlar, ¢iinkii bu iirtinler dogal olarak yliksek konsantrasyonlarda olugsmazlar (Isa ve
ark., 2008). Kontamine olmus toprak ve yer alt1 sulari ile ilgili problemler, genellikle
atik sular diizgiin bi¢imde imhas1 igin gerekli bilgi ve becerilerin eksikliginden
dolay1 dogru iyilestirme olmaksizin endiistrilerin ¢evreye antropojenik katilimlarinin
bir sonucudur. Sonug olarak bu kirliligin magduru su yiizeyleri ve topraktir, dyle Ki
insan ve hayvanlarin tiiketimine bile yol agabilir (Krishna ve Philip, 2005). Insan
sagligi i¢in biiylk bir tehdit olan bu durum endistrilerce iiretilen atiklarin

remediasyonunu gerektirir, bu ayrica diizensiz kullanimdan dolay1 yillarca olusan
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atiklar1 da igerir (Spain, 2003; Vidali, 2001). Cevreye verdikleri bu zarar1 en aza
indirgemek icin biyolojik ve biyolojik olmayan bir c¢ok islem yapilmaktadir.
Biyolojik olarak yapilan temizleme cesitli avantajlarindan dolay1 diger yontemlere

tercih edilmektedir.

Biyoremediasyon islemi, toprak ve yer altt sularinda kirlilik yaratan organik
bilesiklerin dogada dogal olarak bulunan mikroorganizmalar tarafindan biyolojik
olarak pargalanarak ¢evreye daha az zararh bilesiklere doniistiiriilmesi ile kirlenen
bolgelerin temizlenmesi islemidir. Biyoremediasyon yontemi, mikrobiyal toplulugun
yogunlugu ve bilesimi, kirlilik yaratan organik bilesiklerin donilistim hizi, ¢evresel
faktorler, substrat faktorleri ve mikrobiyal faktorlerden etkilenmektedir. Temel
cevresel faktorler nem, havalandirma, sicaklik, pH ve besin miktaridir. Toksiklik,
derisim, ¢oziiniirliikk, ucuculuk ve kimyasal yapisi ile ilgili substrat ozellikleri de
biyolojik doniisiimii  etkilemektedir. Mikrobiyal faktorler ise o Dbilesigi
pargalayabilecek mikroorganizmanin varligi, mikrobiyal toplulugun aligtirilmast ve

ekolojik faktorlerdir (Roberts, 1992).

Biyoremediasyon isleminin c¢evre kirliligini gidermek icin yararlanilan diger
yontemlere gore cesitli avantaj ve dezavantajlar1 s6z konusudur. Ekonomik olarak
diger yontemlere gore daha ucuzdur. Cevre biyoremediasyon islemlerinden sonra
tamamuyla eski halini aldigindan, ekolojik agidan da kabul gérmektedir. Hem su hem
de toprakta uygulanabilir ve biyoremediasyon islemi insan sagligi agisindan
zararsizdir. Dezavantajlari ise; etkinligini tahmin etmek ve 6l¢ek biiyilitmek zordur.
Sicaklik, pH, nem igerigi, besin ve oksijen derisimi c¢evre kosullar1 ile
degisebilmektedir. Kirleticilerin yliksek derisimleri, mikroorganizma {liremesi iizerine
toksik etki yapabilmektedir. Bazi1 kirleticiler biyodegredasyonla parcalanmamaktadir.
Bu da diger temizleme islemlerine oranla daha uzun zaman alabilmektedir (Eweis ve
ark.,1998)

1.4. Mikrobiyal Cr(VI) Biyoremediasyonu

Bioremediasyon bir¢ok sanayi lilkesinde son otuz yildir tamamen ticari teknoloji i¢in
laboratuarda gelismistir. Basarili bir remediasyon diizeni mikrobiyal toprak
populasyonunun kontaminantlar1 katabolize etme yetenegine baghdir. Agir metaller
toprak biyokiitlesi {izerinde toksik etki gosterirler ve anahtar mikrobiyal siireci

etkileyerek mikroorganizmalarin sayilarini ve aktivitelerini azaltirlar (Obbard, 2001).

14



Mikrobiyal populasyonun genellikle toprak ekolojisi tizerindeki insan kaynakli
etkilerin kolay ve duyarli bir gostergesi oldugu ileri stirilmiistiir. Cr(V1) nin toprakta
mikrobiyal populasyonun bilesiminde degisimlere sebep oldugu kesindir ve yiiksek
konsantrasyonlari mikrobiyal hiicre metabolizmasinda zararli etkilere neden
olmaktadir. Agir metallerin endistriyel kaynakli toprak kontaminasyonlart hakkinda
olduk¢a az galisma rapor edilmistir (Schulin ve ark., 2007). 1970’lerde Cr(VI)
indirgeme yetenegine sahip ilk mikrobun kesfinden beri (Romanenko ve Korenkov,
1977), Cr(VI) indirgeyen mikroorganizma arastirmasi izole edilmis ¢ok sayidaki sus
ile hevesle takip edilmistir. Son olarak aerobik bakterilerden izole edilen ve
saflastirilan Cr(VI) rediiktazlara bagli olarak anaerobik sartlar altinda olusan Cr(VI)
indirgemesini igeren prosesler de anlasilmaya baslanmakta ve kromla kontamine
bolgelerin iyilestirmesi i¢in biyolojik prosesler ¢ok umut verici hale gelmektedir.
Cr(VI) remediasyonu ve azaltmasi i¢in gelistirilen teknolojilerde, ya in situ

mikrobiyal stratejileri ya da in situ biyoremediasyon stratejileri kullanilir.

Cr(VI)’yt Cr(Ill)’e indirgeme yetenegindeki mikroorganizmalarin kesfi bu
stratejilerin gelismesinde 6nemli bir potansiyele sahiptir. 1977°de ilk kez rapor edilen
bakteriyel suslar arasinda Pseudomonas, Rus bilim adamlart N.A. Romanenko ve V.
Korenkov tarafindan kromatla kontamine olmus aritma ¢amurundan izole edilmistir.
1977°den beri Bacillus cereus, B. Subtilis, Pseudomonas aeruginosa, P. ambigua, P.
fluorescens, E. coli, Achromobacter eurydice, Micrococcus roseus, Enterobacter
cloacae, Desulfovibrio desulfuricans ve D. Vulgaris gibi kromat indirgeyen birtakim
suglar rapor edilmistir (Lovley, 1994). Ayrica Bacillus spp., E. coli ATCC 33456,
Shewanella alga BrY-MT ve birkag kimligi tanimlanmamig susun Cr(VI) indirgedigi
bazi ¢alismalarda gosterilmistir (Camargo ve ark., 2003a; Guha ve ark., 2001).

Beveridge ve Mclean (2000) kromla kapli bakir arsenatla kontamine olmus bir
bolgeden krom indirgeyen bakterinin izolasyonunu ve karakterizasyonunu
calismistir. Bu calisma sonunda, ¢oziinmeyen bir c¢okeltide hekzavalent kromu
indirgeme yetenegine sahip olan, kromla kontamine bir bolgeden izole edilen ve
boylece toksik krom tiirlerini soliisyondan uzaklastiran gram negatif bir bakteri
(CRB5) bilim diinyasina kazandirilmistir. 16S rRNA analizleri, bu izolatin
Pseudomaonas synxantha ile yiiksek bir benzerlikle Pseudomonas cinsine ait bir tiir
oldugunu ortaya cikarmigtir. CRBS5, kromatin yiiksek konsantrasyonunu tolere

edebilmekte olup, aerobik ve anaerobik sartlarda Cr(VI) indirgeyebilmektedir.
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Ayrica 48°C ve 37°C arasinda, diisiik besin sartlar1 altinda ve pH 4-9 diizeylerinde
genis bir oranda krom indirgeme verimliligi sergilemektedir. Donati ve arkadaslari
(2001) Thiobacillus ferrooxidans’da Cr(VI) indirgemesini etkileyen faktorleri
calismustir. Enerji kaynagi olarak siilfiir kullanan T. Ferrooxidans Kkiiltiirlerinin
Cr(VI) indirgeme yetenekleri yliksek indirgeme giicii ile siilfiir bilesiklerinin (siilfit,
tiyosiilfat ve politiyonatlar) jenerasyonuyla iliskiliydi. Diger Cr(VI) indirgeyen
mikroorganizmalarin aksine, T. Ferrooxidans diisik pH’da daha yiiksek Cr(VI)
indirgemesi gosterdi. Ayrica kiiltiirin yas1 ile beraber Cr(VI) indirgemesi de
artmistir. T. Ferrooxidans hiicreleri terminal elektron akseptorii olarak Cr(V1) ile

anaerobik sartlar altinda biiyiime kapasitesine sahiptir.

2003 yilinda deri sanayinden izole edilen ve kroma direngli bir sus olan Candida
maltosa ile yiiksek Cr(VI) konsantrasyonlarina direnci ve kimyasal olarak krom
indirgeme yetenegi calisildi. Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae ve
Yarrowia lipolytica gibi ii¢ laboratuar susu ile karsilastirildiginda C. maltosa 100
mg/mL kadar yiiksek kromat konsantrasyonuna tolaransli oldugu bulundu. Ek olarak
bu fenotipik 6zellik susun Cr(VI) indirgeme yetenegine sahip oldugunu gosterdi.
Kromat indirgemesi hem hiicre ekstraktlarinda hem de bozulmamis hiicrelerde
(kromat igeren toprak ya da besiyeri kiiltiirlinde biiyliyen hiicreler) gozlendi.
Raorathinam ve ark., (2007) karisik Pseudomonas kullanarak karsinojenik
Cr(VI)’nin biyolojik uzaklastirilmasini rapor etti. Bu ¢aligmada bataklik araziden
izole edilen Pseudomonas Kkiiltiirleri uygulanarak Cr(VI)’nin Cr(IlI)’e aerobik
indirgemesi rapor edildi. Sicaklik, pH, krom konsantrasyonunun rolii ve mikrobiyal
Cr(VI) indirgemesindeki katkilar incelendi. 300 ppm’lik Cr(VI) konsantrasyonunda
bile indirgemenin tamamlanmasi muhtemel olmaktadir. (SO gibi iyonlar ve poli-
fenoller Cr(VI) indirgemesi ile iliskili metabolik aktiviteyi inhibe ettiler. Optimal
kosullarda 100 mg/L Cr(VI) 180 dakika iginde tamamen indirgendi.

Okeke (2008) sudan izole tuz tolere eden bir bakteri, Exiguobacterium sp. GS1 ile
hekzavalent kromun biyolojik uzaklagtirmasini ¢aligti. Calisma sonuglari izolatin 12
saat i¢inde dnemli dl¢lide hem diisiik hem de yliksek konsantrasyonlarda (1-200 pg
mL/T1) Cr(VI)’y1 uzaklastirdigin1 gosterdi. Benzer olarak izolat genis bir sicaklik
araliginda (18-45 °C) ve baslangig pH(6-9)’da Cr(VI)’y1 6nemli 6l¢iide indirgedi.
Optimum sicaklik ve optimum baslangi¢ pH degerleri sirastyla 35-40 °C ve 7-8’dir.
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Yang ve ark., (2009) Cin’in Hunan sehrinde bir gelik-alasim fabrikasinda krom
iceren ciirufla kontamine olmus topraklarda dogal bakterilerle Cr(VI)
remediyasonunu rapor ettiler. Onlarin sonuglar1 kontamine topraklarda yeterli besin
saglandiginda, 10 giinde % 97.8 oranda azalma ile total Cr(\VI) konsantrasyonu,
baslangi¢ degeri 462.8 mg/kg’dan 10 mg/kg’a diismiistiir. Suda ¢oziinen Cr(VI)
baslangic degeri 383.8 mg/kg’dan 1.7 mg/kg’a diismiistiir. Degistirilebilir ve
karbonat bagli Cr(VI) sirasiyla %92.6 ve % 82.4 oraninda uzaklastirildi.

1.5. Bakteriyal Cr(VI) indirgemesi

Krom indirgeyen bakteriler yillarca calisilmasina ragmen, Cr(VI) indirgeme
mekanizmast ve biyokimyast hakkinda ¢ok azi igin bilgi vardir. Cr(VI)nin
hiicrelerce alinip alimnmadigi ya da sitoplazma veya periplazmada disariya transfer
edilen elektronlarca indirgenip indirgenmedigi hala belirsizligini korumaktadir.
Hiicreler ve metal oksitler arasindaki direk etkilesimin enerji korunum stireclerini
gerektirdigi gosterilmistir (Arnold ve ark., 1988). Topraklarda Cr(VI) indirgemesi
genellikle elektron g¢ukuru olarak hareket edebilen ve reaktif organik ve inorganik
elektron kaynaklarindan elektron kabul edebilen oksijen, nitrat, demir ve manganez
gibi elektron akseptorleri varligina baghdir. Elektron dondrleri fazla ve yukarida
bahsedilen elektron akseptorleri diisiik oldugunda sartlar Cr(VI) indirgemesini
destekleyecektir. Hekzavalent krom oksitleyici bir ajandir ve asagidaki esitlikte
gosterdigi gibi uygun elektron dondrleri varliginda kolayca indirgenir (Sharma,
2002).

HCrO,  +7H" +3e” < Cr®+4H,0

Bakteriler sitokromlari igeren elektron transport sistemleri araciligiyla aerobik ve
anaerobik sartlar altinda Cr(VI)’y1 indirgeyebilirler. Cr(VI) indirgemesini igeren
slireg aerobik ve anaerobik sartlar altinda olabilir(Cheung ve Gu, 2007). Aerobik ve
anaerobik sartlar altinda enzimatik Cr(VI) indirgeme mekanizmas: Sekil 2’de

gosterilmistir.
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Sekil 2: Aerobik (iist hat) ve anaerobik (alt hat) sartlar altinda enzimatik Cr(VI)
indirgeme mekanizmasi (Wang ve Shen, 1995).

Aerobik sartlar altinda iKi-li¢ basamakta olusan kisa omiirlii Cr(V) ve Cr(IV)
olusumundan sonra, Cr(VI) indirgemesinin stabil son iiriinii olarak Cr(IIl) olusur.
Cr(V)’in Cr(IV)’e ve Cr(IIl)’e indirgenmesi enzim aracilt m1 ya da kendiliginden mi
oldugu bilinmemektedir. Cr(VI) indirgemesi siirecinde NADH, NADPH ve endojen
elektron rezervleri, elektron dondrii olarak islev goriirler. ChrR enzimi gegici olarak
bir elektron mekigi ile Cr(VI)’y1 Cr(V)’e indirger, ara {iriin Cr(V)’in bir kismi reaktif
oksijen tiirleri (ROT) iiretmek i¢in kendiliginden tekrar oksitlenmesine ragmen bunu
takiben iki elektron transferi ile Cr(II) iretilir. YieF enzimi ise ii¢ elektronun
Cr(IlT)’e verildigi ve birinin de oksijene transfer edildigi dort elektron transferi ile
Cr(VI)’nin Cr(Ill)’e direkt indirgemesini katalize etmede essizdir (Cheung ve Gu,
2007).

Anaerobik kosullar altinda siilfat indirgeyen bakterilerce iiretilen H,S gibi dogal
anaerobik metabolitler oksijensiz ortamda etkili kimyasal Cr(V1) indirgeyicilerdir.

Oksijen yoklugunda Cr(VI), solunum zincirinde karbohidratlar, proteinler, yaglar,

18



hidrojen, NAD(P)H ve endojen elektron rezervlerini i¢eren uzun bir dizi dondrler
icin terminel elektron akseptorii olarak hizmet eder. Tipik anaerobik Cr(\VI)
indirgemesi sekil 2’de gosterilmistir (alt hat). SR ve MR sirasi ile ¢oziiniir ve

membrana bagimli rediiktazlar1 temsil ederler (Cheung ve Gu, 2007).

Bu giine kadar Cr(VI) indirgeme mekanizmasi ¢alismalar1 Vibrio fischeri (Fulladosa
ve ark., 2006), Bacillus sphaericus AND303 (Pal ve Paul, 2004), Pseudomonas
(CRB5) (McLean ve Beveridge, 2001), Escherichia coli 33456 (Shen ve Wang,
1994a), ve Enterobacter cloacae (Wang ve ark., 1990) gibi bir ¢ok tiir iizerinde
yapilmistir. Ancak kromun ara iiriin formlar1 Shewanella oneidensis (Daulton ve ark.,
2007; Neal ve ark., 2002) ve Pseudomonas ambigua G-1 (Suzuki ve ark., 1992) gibi
birkag bakteriyel susta incelenmistir (Codd ve ark., 2006).

1.6. Cr(VI) Direnclilik Mekanizmasi

Cogu mikroorganizma grubu Cr(VI)’ya hassastir, fakat bazi mikrobiyal tiirler
direnglidir ve yliksek diizeylerde kromati tolere edebilirler. Bakterilerde Cr(VI)
direngliligi ¢ogunlukla plazmid kaynaklidir. Farkli direnclilik stratejileri

tanimlanmastir;

e Siilfat transport modifikasyonu (Brown ve ark., 2006; Hu ve ark., 2005,
Thompson ve ark., 2007),

e Katalaz, siiperoksit dismutaz gibi Reaktif Oksijen Tiirlerini temizlemek i¢in
kullanilan enzimleri aktive ederek oksidatif strese bagli kromatla miicadele

(Ackerley ve ark., 2006),

e RecA, RecG, RuvAB gibi SOS yanit1 enzimlerinin DNA hasar tamiri igin
tretimi ( Hu ve ark., 2005; Llagostera ve ark., 1986; Miranda ve ark., 2005),

e Fenton reaksiyonu ile yiiksek oranda reaktif hidroksil radikallerin {iretimini
engellemek i¢in ayr1 tutmaya hizmet eden demir alimiminin regiilasyonu

(Brown ve ark., 2006)

e Cr(VI)’nin, hiicre ylizeyinde lipopolisakkarit ligantlarin fonksiyonel gruplar
ile reaksiyon veren Cr(Ill)’e hiicre disi indirgenmesi (Flemming ve ark.,
1990; McLean ve ark., 1990; Snyder ve ark., 1978).
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Bazi durumlarda Cr(VI) direncliligi siilfat alinim mekik sistemi gibi alinim
mekanizmalarmin regiilasyonu ile iligkilidir. Kromatin yapisal olarak siilfata olan
benzerliginden dolayi, kromat bazi tiirlerde siilfat transport sistemini kullanarak
hiicreden gegcer. Memrani1 gegtikten sonra cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan
aktivitelerle, mutajeniteyi artiran DNA transkripsiyonu ile sonuglanmasina aracilik
eden Cr(Ill)’e indirgenir (Cervantes ve ark., 2001). Ek olarak, Cr(Ill) karboksil ve
tiyol gruplar1 ile reaksiyona girerek enzimlerin yap1 ve aktivitelerini degistirebilir ve
cesitli toksik etkilerini stoplazmada sergileyebilir (Cervantes ve ark., 2001). Hasar ve

diren¢ mekanizmalar1 Sekil 3’de gosterilmistir.

3*}5{{%3’%
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Sekil 3: Bakterilerde Cr(V1) direnglilik mekanizmasi1 (Ramirez-Diaz ve ark., 2008).

OO

&

Kromatin hiicreyi gegmesi i¢in kullanilan kromozom kodlu siilfat alinim yolag:
mutasyona ugradiginda (X) kromatin transportu da azalir (A). Cr(VI)’nin extraseliiler
indirgenmesi Cr(IIT)’{in hiicre membranindan gegisini engeller (B). Cr(VI)’nin hiicre
i¢i indirgenmesi protein ve DNA hasarlarinin yani sira oksidatif stresler de iiretebilir
(C). Detosifiye edici enzimler kromatin toksik etkilerini minimize eden oksidatif
strese kars1t korumaya katilirlar (D). Plazmid kodlu transportirlar kromati
stoplazmadan sizdirabilirler. DNA tamir sistemleri krom tiirevlerince olusturulan

hasarlardan korumaya katilirlar (F) (Ramirez-Diaz ve ark., 2008).
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Cesitli kromat direngli bakteriyel izolatlar rapor edilerek Cr(VI) direnglilik
mekanizmasinin ya kromozomal genlerle ya da plazmidlerle kodlanabildigi
belirtilmistir (Cervantes ve Campos-Garcia 2007). Genellikle plazmidlerde yerlesmis
olan genler kromat iyonunun direkt olarak stoplazmadan disar1 akmasina aracilik
eden membran tranportirlarin1 kodlarlar. Diger taraftan bakteriyel kromozomlarda
kodlanan direnclilik sistemleri genellikle spesifik ya da spesifik olmayan Cr(VI)
indirgemesi, serbest radikal detoksifiye aktiviteleri, DNA hasar tamiri ve siilfiir ve

demir homeostazisi ile ilgili prosesler gibi stratejilerle iliskilidir (Das, 2009).

Baz1 metallerin ortamdaki kalic1 niteligi mikrobiyal topluluklarda ve aktivitelerinde
onemli degisimlere yol acar. Agir metallerin gerekli fonksiyonel gruplar
engelleyerek, esansiyel metal iyonlarinin yerine gecerek ve biyolojik molekiillerin
konformasyonlarini degistirerek mikrobiyal bliylimeyi ve diger enzimatik aktiviteleri
inhibe ettigi gosterilmistir ( Li ve Tan, 1994; Wood, 1984 Gadd ve Griffiths, 1978).
Metallerle kontamine olmus ¢evrelerde, mikrobiyal kommiinitelerin yaniti, toksik
ajanlarin  konsantrasyonlarina baglhidir. Bakterilerde agir metal direncliligi icin
onerilen direnglilik mekanizmalar1 gegirgenlik bariyeri ile dislama, aktif tagima ile
dislama, hiicreye bagli proteinlerle hiicre i¢i fiziksel ayirma, hiicre dis1 ayirma, toksik

ve toksik olmayan metallerin kimyasal modifikasyonla detoksifikasyonunu igerir.

Mikroorganizmalar hiicresel hedeflere metal hassasiyetini azaltmak ig¢in c¢esitli
stratejiler kullanabilirler:

e metal hassasiyetini azaltmak i¢in mutasyonlar,

e hasarli hiicre bilesenlerin iiretimi arttirma,

e hasarli hiicre bileseni tamirinin verimliligini arttirma,

e plazmid kodlu diren¢ mekanizmasinin kullanimi

Bu mekanizmalar ya tek baslarina ya da ¢esitli kombinasyonlarla olusabilirler.
Metallerin ¢evredeki siirekliligi direngli ya da indirgeme kapasitesine sahip suslari
seger. Cr(VI) (kontamine metal) isleme—atik buharlastirma havuzlarindan izole
edilen organizmalarin krom tolerans1 bu bolge disinda karsilastirilanlarda daha fazla
oldugu bulunmustur (Losi ve Frankenberger, 1994). Plazmid iligkili bakteriyel
direnglilik Streptococcus lactis (Efstathion ve Mckay, 1977), Pseudomonas sp
(Summers ve Jacoby, 1978) ve Alcaligenes eutrophus’da rapor edilmistir.
Pseudomonas fluorescens LB300 ile ¢alismalar plazmid kaybi ile sonuglanan Cr(VT)

direng¢ kaybmi ve susun Cr(VI) direng yetenegi kazanmasiyla sonuglanan
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saflagtirllmis plazmid DNA ile yapilan plazmidsiz Susun transformasyonunu

gostermistir(Bopp ve ark., 1983)

1.7. Cr(Vl) indirgeyen Bakteriler

Mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi ilk kez 1970’lerin sonunda Romanenko ve
Koron’Kev(1977) tarafindan anaerobik kosullarda biiyliyen Pseudomonas sp.’de
gozlenen Cr(VI) indirgeme yetenegiyle rapor edildi. Bu c¢aligmadan sonra bazi
arastirmacilar ¢esitli sartlar altinda Cr(VI) indirgemesini katalize eden yeni
mikroorganizmalar izole ettiler (Ackerley ve ark., 2004; Ramirez- Ramirez ve ark.,
2004; Ganguli ve Tripathi, 2002; Chirwa ve Wang, 1997; Suziki ve ark., 1992; Baldi
ve ark., 1990;0thake ve ark., 1990;). Bilinen Cr(V1) indirgeme bakterileri Tablo 3’de

verilmigtir.

Tablo 3: Bilinen krom(V1) indiryen bakteriler
Tiir isimleri izolasyon Sartlar Referanslar
Achromobacter sp. Anaerobik Zhu ve ark., 2008
StrainChl
Agrobacterium Aerobik-Anaerobik Llovera ve ark., 1993

radiobacter EPS-916

Alcaligenes eutrophus Aerobik Nies ve Silver, 1989

Bacillus megaterium Aerobik Cheung ve ark., 2006

TKW3

Bacillus sp. Aerobik Chirwa ve Wang, 1997

Bacillus sp. ES 29 Aerobik Camargo ve ark., 2003b

Bacillus subtilis Anaerobik Carlos ve ark., 1998

Bacillus drentesis Aerobik Molokwane ve Chirwa,
2009

Bacillus mycoides Aerobik Molokwane ve Chirwa,
2009

Bacillus thuringiensis Aerobik Molokwane ve Chirwa,
2009
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Deinococcus radiodurans
R1

Enterobacter cloacae
Strain HO1

Enterobacter sp.

Escherichia coli ATTC
33456

Lycinibacilus sphaericus

Ochrobactrum sp.
Pantoea agglomerans SP1

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens
LB300
Pseudomonas putida MK1

Pseudomonas sp.

Pseudomonas spp.

Pseudomonas aeruginosa
Providencia sp
Shewanella alga
(BRYMT) ATCC 55627
Shewanella putrefaciens
MR-1

Anaerobik

Anaerobik

Aerobik

Aerobik-Anaerobik

Aerobik

Aerobik

Anaerobik

Aerobik-Anaerobik

Aerobik

Anaerobik
Aerobik

Anaerobik

Aerobik

Aerobik-Anaerobik

Aerobik-Anaerobik

Anaerobik

1.8. Cr(VI) indirgeme Yollari

Mikroorganizmalar  bazi

oksidasyon-rediiksiyon

reaksiyonlarina

Frederickson ve ark., 2000

Wang ve ark., 1989(a)

Molokwane ve Chirwa,
2009
Shen ve Wang, 1994b

Molokwane ve Chirwa,
2009

Zhiguo ve ark., 2009
Francis ve ark., 2000
Bopp ve ark., 1983,
Ohtake ve ark., 1987
Bopp ve Ehrlich, 1988

Park ve ark., 2000
Gopalan ve Veeramani,
1994

Mclean ve Beveridge,
2001

Aguilera ve ark., 2004
Thacker ve ark., 2006
Guha ve ark., 2001

Myers ve ark., 2000

katilarak

metabolizmalari icin enerji elde ederler. Tiim mikrobiyal prosesleri yoneten itici gii¢

olan elektron transferleri fotosentez ortamlarinda meydana gelmez. Cevreye bagiml

mikroorganizmalar enerjinin korunumu i¢in ¢esitli oksidasyon-rediiksiyon ¢iftlerine
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aracilik etme yetenekleri uyarlanmis ve gelistirilmisitir. Bazi Cr(VI) direngli
bakteriler Cr(VI)’y1 Cr(Ill)’e indirgeyerek biiyiiyebilmektedir. Cr(VI) indirgemesi
baz1 bakterilerin hayatta kalmak igin ortamin detoksifikasyonuyla savunma
mekanizmasi olarak kullandigi tesadiifi indirgeme siireci olarak kabul edilir. Cogu
Cr(VI) indirgeyen bakteri (KiB) simdiye kadar gram negatif olan bakteriler rapor
edildi (Francis ve ark., 2000; Baldi ve ark., 1990). Son zamanlarda terminal elektron
akseptorii olarak Cr(VI)’y1 kullanma yetenegi siilfat indirgeyen bir bakteri grubunda
ve Pantoea agglumerans’da gosterilmistir (Francis ve ark., 2000; Tebo ve
Obraztsova, 1998).

Cr(VI) indirgemesi bazi bakteri tiirlerinde ko-metabolik olarak (enerji korunumuna
katilmaksizin) gosterilmistir, fakat agirlikli olarak anaerobik kosullar altinda
katabolik ya da solunumla ilgilidir. Daha sonraki siiregclerde Cr(VI), biiyiime ve
hiicre korunmasi i¢in enerji korunumuyla sonuglanan proses olan membran elektron-
transport solunum yolaginda bir terminal elektron akseptorii olarak islev goriir (
Lovley ve Phillips, 1994; Ishibashi ve ark., 1990; Horitsu ve ark., 1987). Katobolik
ya da solunumla ilgili proseste elektronlar NADH elektron dondriinden Cr(VI)’ya
aktarilir (Chirwa ve Wang, 1997; Suziki ve Fukuda, 1990).

Cr(VI) indirgemesinin katabolik dogas1 daha evvel Wang ve ark., (1990) tarafindan
yapilan indirgenmis kromun agirlikli olarak besi yerinde bulundugu ve Enterobacter
cloacae HOI’in pargalanmis hiicrelerinde sadece % 30’dan daha azi serbest
birakildigi tiim hiicre ve pargalanmis hiicre deneylerinde gosterilmistir. Shen ve
Wang (1993) Cr(VI1) indirgeyen E.coli ATCC 33456 ile ¢alisarak bu sonuglari
dogrulamistir. Daha sonraki deneylerde, indirgenmis kromun sadece %10’u hiicreler
igerisinde biriktirilmistir.

Su anda mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi direk enzimatik indirgeme ve indirek
indirgeme olmak tizere iki mevcut modelle agiklanabilir. Enzimatik ve nonenzimatik
bu iki indirgeme arasinda ayrim yapmak zordur. Direk enzimatik indirgeme rediiktaz
sistemiyle indirgeme anlamina gelir. indirek mekanizma ise esas olarak bakteriyel

metabolitler gibi bakteriyel kaynaklarca saglanan sartlarla indirgeme anlamina gelir.

1.8.1. Direk Enzimatik ve indirek Cr(VI) indirgemesi

Shen ve Wang tarafindan yiiriitillen ¢aligmalar (Shen ve Wang, 1993) E. coli’de

¢cOziinlir kromat rediiktaz varligimi oOne siirdii. Diger bir grup gram negatif
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bakterilerde, Pseudomonas sp CRB5’de Cr(VI) indirgemesine stoplazmada yerlesmis
¢oziinlir bir enzimle aracilik ettigi bulundu (McClean ve Beveridge, 2001). Gram
negatif bakterilere ek olarak ¢dziiniir enzim rediiktazlar ayrica gram pozitif suslarda

da gozlendi. Bacillus coagulans’da c¢oziiniir enzimle kromat indirgemesi igin

elektron dondrii olarak NADH tercih edilir (Philip ve ark., 1998).

Direk enzimatik indirgemede okside NADH’in mol basina iki mol elektron transfer
edilir. ChroA rediiktaz Pseudomonas fluorescens LB300’de Cr(VI) ile aktive olan
ChroA geni kaynakli kromozom kodlu olarak tanimlanmistir. Mikroorganizmalarca
Cr(VI) indirgemesi siklikla pH’nin yiikselmesi ile sonuglanan indirgeme
esdegerlikleri olarak yiiksek miktarda proton tiikketimi ile sonuglanir. pH’ nin artmasi
indirgenmis  kromun, esitlik (@) ve (b)’de gosterildigi gibi krom
hidroksit(Cr(OH), ,) olarak ¢okmesini kolaylastirir (Brock ve Madigan, 1991;
Zakaria ve ark., 2007).

CRB

3e
Cro,Z +8H" +6e __~ , Cr*+4H,0 _neutralpH , Cr(OH)s + 3H" + H,0
(@)

3CHZCOO™ + 4HcrO, + 4CrO,” + 33H"  —— 8Cr** + 6HCO3 + 20H,0

(b)

Esitlik (a) Cr(VI) indirgeyen bakterilerce katalizlenen jenerik bir Cr(VI) indirgeme
reaksiyonunu gosterirken, esitlik (b) elektron dondrii olarak basit bir karbon
kaynagiyla Cr(VI) indirgemesini gosterir. Ayrica diger yag asidi hidroliz

biyotiriinleri Cr(VI) indirgemesi i¢in elektron dondrii olarak hizmet edebilir

Cr(VI) indirgemesi i¢in yaygin iki yolak Sekil 5’de gosterilmistir, bunlardan ilki
Cr(VI)’min Cr(Ill)’e direk olarak ¢oziiniir ya da membran iligkili bir rediiktazla
indirgenmesidir (B) (Chirwa, 2001), ikincisi ise stabil olmayan bir ara iiriin olan
Cr(V) formunu iceren Cr(VI) indirgemesidir (A) (Suziki ve ark., 1990). Ilk yolak
yaygin bigimde aerobik sartlar altinda ¢ogunlukla Bacillus’da gézlemlenmisken,

ikincisi anaerobik sartlar altinda Pseudomonas tiirlerinde gozlemlenmistir.
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Sekil 4: Cr(VI) indirgeme yollar1: (A) NAD(P)H oksidasyonu ile kolaylastirilmis
gecici trtin Cr(V) araciligiyla adim adim indirgeme (Suziki ve ark., 1990) ve (B)
NADH oksidasyonu ile kolaylastirilmis ¢oziiniir rediiktaz Chro A ile direk indirgeme
(Chirwa, 2001).

Cr(VI) indirgemesi diger tiirlerde, spesifik olmayarak stokromlarin kroma elektron
transferleri gibi redoks aktif biyomolekiilleri olan tesadiifi bir reaksiyon olarak olusur
(Lovely ve Phillips, 1994). Desulfotomaculum reducens ve Pantoea agglomerans
gibi iki bakteri tiirii bilylime i¢in hidrojen ya da organik asitlerin oksidasyonu i¢in
ciftlesmis Cr(V1) indirgemesinden korunan enerji ile solunum elektron akseptori gibi
Cr(VI)’y1 kullanarak enerji elde ettigi gosterilmistir (Francis ve ark., 2000; Tebo ve
Obraztsova, 1998). Bu gozlemler glukoz, pepton, ve biyolojik Cr(V1) indirgemesini
basarmak i¢in her zaman gerekmeyen triptoz gibi yiiksek oranda bozunabilir
Substratlarin varligini gosterir. Daha uzun siireli bu gozlemlere gore, enerjice zengin
molekiiller hiicrenin merkezi metabolik sistemi i¢in ara {iriin ya da karbon kaynag:

gibi kritik olan daha basit metabolitlere doniistiiriilebilir.

1.8.2. Kromat rediiktazlar

Enzimatik Cr(VI) indirgemesi bazi krom indirgeyen bakterilerde gosterilmistir
(Ganguli ve Tripathi, 2001; Kaufman ve Lovley, 2001; Bae ve ark., 2000; Oh ve
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Choi, 1997; Clark, 1994; Yamoto ve ark, 1993; Suziki ve ark., 1992). CRB’ler
Cr(VI)’y1 ya ¢ozinlir ya da membrana bagli enzim sistemleriyle indirgeyebilirler.
Membran iligkili kromat reduktaz aktivitesi ilk kez hiicre ylizeyinde gozlenen
¢oziinmeyen formdaki indirgenmis kromat ¢okeltilerinde yer alan Enterobacter
cloacae HO1’de gozlendi (Wang ve ark., 1989b). Elektron donérii olarak fenazin
metosiilfat (PMS) indirgeyen askorbat varliginda Enterobacter cloacae HO1’in dis
membran keseciklerinin sag tarafinda yiiksek kromat indirgemesi gézlendi (Wang ve
ark., 1989b). Daha sonra NADH’tan kromata elektron transfer eden membran iliskili
esas enzim Bopp ve ark. Tarafindan aciga ¢ikarildi (Bopp ve ark., 1983). Shewanella
putrefaciens MR-1 kromat rediiktaz aktivitesi anaerobik olarak biiyiiyen hiicrelerin
stoplazmik membrani ile iliskilendirildi (Myers ve ark., 2000). Format ve NADH
rediiktaz icin elektron donorii olarak hizmet etti. Elektron donorii olarak NADPH ve
L-Laktat saglandiginda aktivite olmadigi gozlendi. Ancak bunun i¢in, Shewanella
putrefaciens’in aksine Pseudomonas putida’da NADPH bir elektron donérii olarak
hizmet etti (Park ve ark., 2000).

1.8.2.1. Aerobik rediuktazlar

Daha once pseudomonas’lardan Cr(VI) rediiktaz saflastirmasinin yapildigi gesitli
caligmalar rapor edilmistir.Ishibashi ve ark., (1990) P. putida PRS 2000’den ¢6ziiniir
bir Cr(VI) rediiktaz1 kismen saflastirdi. Suzuki ve ark., (1992) P. ambigua G-1’den
38 kat daha saflagtirilmis ¢oztiniir bir Cr(VI) rediiktaz rapor ettiler. Daha sonraki bir
aragtirmada, bu rediiktazi kodlayan genin Vibrio harveyi KCTC 2720’in ayrica
Cr(VI) indirgeme aktivitelerine sahip olan nitrorediiktazina %58 oraninda yiiksek bir
niikleotit sekans homolojisi sergiledigi bulunmustur (Kwak ve ark., 2003). Park ve
ark., (2000) P. putida MK 1’den 600 kat daha ¢o6ziiniir bir Cr(VI) rediiktazi, chrR’yi
saflagtirdilar. ChrR’yi kodlayan chrR geni, saf enzimin N-terminal ve internal amino
asit segmentlerinin bilinen amino asit sekanslarina dayali olarak P. putida MK1’in
genomik sekansindan tanimlanmistir (Park ve ark., 2002). Ackerley ve ark., (2004)
ChrR’yi optimum olarak 70°C’de Cr(VI) indirgemesini katalizleyen dimerik bir
flavoprotein olarak tanimladilar. Agik okuma ¢ergevesinde E. coli kromozomunda
bir fonksiyonla gorevlendirilmemis yieF, ChrR ile yiiksek bir homolojiye sahip
oldugu bulunmustur. Bu gen klonlandi ve kodlanan protein YieF, 35°C ’de

maksimum Cr(VI) indirgemesi gosterdi (Park ve ark., 2002). Son zamanlarda bir
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membran iligkili Cr(VI) rediiktaz da iki boyutlu jel elektroforezinde saptanan B.
Megaterium TKW3’iin proteomundan tanimlanmigtir (Cheung ve ark., 2006).

1.8.2.2. Anaerobik reduiktazlar

Anaerobik kosullar altinda Cr(VI) indirgeme siirecine aracilik etmek igin hem
¢oziiniir hem de membran iliskili enzimler bulundu. Aeroblardan izole edilen Cr(V1)
rediiktazlarin aksine, anaeroblarin Cr(VI) indirgeme aktiviteleri, solunum zincirleri
boyunca hazir olarak elektron mekigi katalizleyen elektron transfer sistemleri ile
iliskilidir (Wang ve Shen, 1995). Stokrom b ve stokrom c gibi stokrom ailelerinin
siklikla enzimatik anaerobik Cr(VI) indirgemesinde rol aldigi gosterilmistir. Cr(\V1)
indirgeme aktivitelerine sahip olan anaeroblarin yaygin bi¢imde ortaya g¢ikmast,
reaksiyonu kolaylastirmak icin fiziksel sartlarin modulasyonu ve sadece besinlerin
eklenmesini gerektirecek olan Cr(VI) ile kontamine sedimentlerin in situ

biyoremediasyonu i¢in biiyiik potansiyel sunar (Turick ve ark., 1996).
1.8.2.3. Krom varhginda kromat rediiktazin indiiklenmesi

SDS-PAGE kullanilarak gilinlimiize kadar yapilmis ve kromat rediiktazin molekiiler
agirligr hakkinda bize fikir verebilecek birkag¢ ¢alisma mevcuttur. Park ve ark., 2000
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Pseudomonas putida MK1’den saflastirdiklar
kromat rediiktazin molekiiler agirliginin yaklasik 20 kDa oldugunu belirlemislerdir.
Suzuki ve ark. (1992), P. ambigua’dan saflastirilan kromat rediiktazin SDS-PAGE
ile molekiiler agirliginin 25 kDa ve Native-PAGE ile 65 kDa civarinda oldugunu
bildirmislerdir (Suzuki ve ark., 1992). P. aeruginosa (Ganguli ve Tripathi, 2001) ve
Ochrobactrum sp.(Thacker ve Madamwar, 2005)’de bu protein yaklagik 30 kDa
agirhigindadir. 100pg/ml Cr(VI) varliginda gelistirilen Bacillus sp. JDM-2-1 ve S.
Capitis bakterilerinde 25 kDa molekiiler agirligina sahip bir protein bandinin
indiiklendigi ve bu proteinin kromat rediiktaz oldugu rapor edilmistir (Zahor ve

Rehman, 2009).

1.9. Mikrobiyal Krom indirgemesini Etkileyen Faktérler

1.9.1. Hiicre yogunlugu

Cr(VI) indirgeme orani hem aerobik hem de anaerobik sartlarda hiicre yogunlugu ile

etkilendigi gosterildi. Wang ve ark., (1989a) anaerobik sartlarda hiicre yogunlugu
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artistyla Cr(VI) indirgeme oraninda artis1 tespit etti. Benzer gézlemler hem aerobik
hem de anaerobik sartlarda E. coli kiltiirlerinde yapildi. Ancak Cr(VI) indirgeme
orani hiicre yogunlugu artis1 ile orantili degildi ve spesifik Cr(VI) indirgeme orani
daha diisiik yogunluklarda nispeten daha yiiksek oldugu bulundu (Shen ve Wang,
1994b). Bu goézlemler ayrica Enterobacter cloacae, Agrobacterium radiobacter,
Pseudomonas fluorescens LB300, Bacillus coagulans, ve Microbacterium sp.

kultiirlerinde de kanitlandi.

1.9.2. Baslangi¢ Cr(VI) konsantrasyonu

Baslangig Cr(VI) konsantrasyonuna bagli olarak Enterobacter cloacae HO1’de
tamamlanmis ya da tamamlanmamis indirgeme goézlendi (Fujie ve ark., 1990;
Komori ve ark., 1989). Biiyiiyen kiiltiire Cr(VI) eklenmesiyle hiicre canliliginda bir
azalisa ragmen, bazi Enterobacter cloacae (Wang ve ark., 1989b), E. coli (Shen ve
Wang, 1994b), P. flourescens (Wang ve Xiano, 1995) ve Bacillus sp.( (Wang ve
Xiano, 1995) kiiltiirlerinde baslangig Cr(VI) oraninin artmasiyla baslangig Cr(VI)
indirgeme orani artti. Benzer olarak, spesifik baslangi¢ Cr(VI) indirgeme orani E.coli
kiiltiirlerinde de Cr(VI) konsantrasyonlarinin artmasiyla arttt. Ancak Cr(VI)

indirgemesi i¢in gerekli zamanin artig1 da ayrica gézlendi (Shen ve Wang, 1994b).

1.9.3. Elektron akseptorlerinin etkisi

Baz1 bakterilerde oksijen varligi Cr(VI) indirgemesini tamamen inhibe etmez, fakat
Agrobacterium radiobacter EPS-916, E. coli ATCC 33456 ve Pseudomonas stutzeri
CMG463’te oldugu gibi baskilar (Badar ve ark., 2000; Wang ve Shen, 1995; Shen ve
Wang, 1994b; Llovera ve ark., 1993; Shen ve Wang 1993; Komori ve ark., 1989).
Mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi Enterobacter cloacae HO1’de oldugu gibi hiicre
biiylimesi gozlenmesine ragmen aerobik sartlar altinda tamamen inhibe edilir (Fujie
ve ark., 1990). Zenginlestirme mikroorganizmalari ile yapilan caligmalar, %84
indirgeme gozlenen anaerobik sartlar ile karsilastirildiginda aerobik sartlarda sadece
%41 indirgeme gosterdi (Marsh ve ark., 2000). Marsh ve ark. (2000) oksijen ve nitrat
indirgemeyi inhibe ettiginden dolayr Cr(VI) indirgemesi i¢in daha diigiik indirgeme

sartlarinin gerekli oldugu sonucuna vardilar.

Siilfat ve nitrat gibi dogal olarak olusan elektron akseptorleri arasinda Cr(VI)
indirgemesi iizerine sirasi ile 10 mM ve 16 mM konsantrasyonlarda ¢ok az etkileri

vardir. Bu konsantrasyonlar ¢esitli bakteri tiirleri ile degismez. Pseudomonas putida
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ile yapilan krom indirgemesi 1 mM siilfat ve 0.2 mM nitrat konsantrasyonundan
etkilenmemistir. Etki etmeyen konsantrasyonlar sirasiyla Bacillus sp.’de 10 ve 16
mM, E. coli’de 83 ve 129 mM’di. 50 mM’a kadar yiiksek siilfat konsantrasyonu
Desulfovibrio vulgaris’de Cr(VI) indirgemesini etkilememistir (Lovley ve Phillips,
1994). Buna karsin Enterobacter clocloacae’de sadece % 32’lik 25 uM siilfat ve %
84’lik 5 mM NaNO, varliginda Cr(VI) indirgemesi inhibe olmustur. Marsh ve

ark.(2000) Tarafindan alternatif elektron akseptorleri ile yapilan zenginlestirme

caligmalari, nitrat indirgemesinin Cr(VI) indirgemesinden 6nde gittigini gostermistir.

1.9.4. Sicaklik ve pH etkileri

Mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi i¢in bildirilen optimum sicaklik ve pH sartlar1 giicli
olarak indirgeme siirecinde biiylime ile iliskili oldugu rapor edildi. Cr(VI)
indirgemesi Enterobacter cloacae igin pH 6-8.5, E. coli ve Bacillus coagulans
kiiltiirleri i¢cin pH 3-8 araliklarinda gézlenmistir. Ancak maksimum baslangi¢ Cr(VI)
indirgeme orani her ii¢ bakteri grubu i¢in de, ¢cogu bakteri grubunun biiyiimesi i¢in
optimum olan pH 7°dir. Enterobacter cloacae ve E. coli’de 10-50 °C gibi genis bir
aralikta gerceklesen Cr(VI) indirgemesine ragmen, optimum sicaklik sirasiyla 36 °C
ve 30 °C’dir. Bu sartlar anaerobik biiyliyen bakteriler i¢in optimal olarak
bulunmustur. Sedimentlerle yapilan galismalar optimum sicakligin 22 °C ve 50 °C ve
optimum pH’nin 6.8 oldugunu géstemistir (Marsh ve ark., 2000).

1.9.5. Karbon kaynaklari ve elektron donorleri

Organik maddeler elektron vericisi gorevi yapip Cr(VI) bilesiklerini Cr(III)
bilesiklerine doniistiirmektedir (Losi ve ark., 1994; Wittbrodt ve Palmer, 1995, 1996;
Gu ve Chen, 2003). Ancak literatiirde reaksiyon mekanizmalar1 ve EPS, fulvik asit,
humik asit gibi dogal organik asitlerde mevcut hangi fonksiyonel gruplarin Cr(V1)
indirgenmesinde rol aldigi tam olarak bilinmemektedir. Gu ve Chen (2003)
tarafindan yapilan ¢alismaya gore Cr(VI)’nin biyorediiksiyonu, ¢calismada kullanilan
dogal organik asitlerin molekiil agirligt ve yapisina bagh olarak faklilik
gostermektedir. Cr(VI)’ nin dogal organik asitler tarafindan indirgenmesi ortamin
pH’sina, sicaklik, iyonik gii¢ ve ortamda mevcut Fe ve Mn gibi diger redoks reaktif
metallerin konsantrasyonuna baghdir (He ve ark. 2004; Zayed ve Terry, 2003;
Wittbrodt ve Palmer 1995; 1996; Rai ve ark., 1987; Adriano, 1986).
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Elektron donérleri ve Cr(VI) indirgeme orani arasindaki iliskileri kurmak ve
denemek i¢in caligmalar yapilmistir. Marsh ve ark. Tarafindan topraklarla yaptig
zenginlestirme caligmalar1 Cr(VI) indirgemesi i¢in hidrojenin etkili bir elektron
donoérii oldugunu gosterdi. Ek olarak toprakta glukoz, format ve hidrojen gibi
hidrojen biyoyararlanimini arttiran elekton donorleri, asetat, benzoat ve laktatla
karsilagtirildiginda Cr(VI) indirgemesini sitiimiile etmistir (Marsh ve Mclenerney,
2001).

Rege Cr(VI) indirgemesi i¢in Enterobacter cloacae HO1’in karbon kaynagi olarak
stikrozu kullandigin1 rapor ettiler (Rege, 1997). Cr, yeralti sistemlerinde mevcut
humik asit, fulvik asit gibi dogal organik asitler ile sitrik asit, alginik asit gibi

mikrobiyal yollarla olusan ligandlarla kuvvetli bilesikler olugturur (Dubbin, 2004).

Krom-organik molekiil interaksiyonlarini izah edebilmek i¢in birka¢ mekanizma ileri
striilmistiir. Wittbrodt ve Palmer (1995) ve Uygur ve Bekbolet (2004), Cr-organik
ligand bilesiklerinin, ester olusumu veya Cr(VI)’nin Cr(Ill)’e indirgenmesi ile
olustugunu ifade etmektedir. Metaller ile organik ligandlar arasindaki
komplekslesme reaksiyonu, dogal organik asitlerde bulunan karboksil ve fenol
gruplar ile serbest metal iyonun olusturdugu bir iyon degisimi prosesi olarak

tanimlanmaktadir.

Puzon ve ark. (2005)’1na gore mikrobiyal prosesler sonucu ortaya ¢ikan organik
molekiiller Cr(III) ile kompleks olusturarak Cr(III)’{i ¢dziinmiis iyonlar halinde suda
tutmaktadir. Mikrobiyal prosesler sonucu suda ¢oziinmiis Cr-ligand bilesikleri
olustugu gibi, ¢ozinirligi disik ve tanecik boyutu yiikksek organik
makromolekiiller (6-15 kDa) ile Cr(II)’iin interaksiyona girdigi de goriilmektedir
(Puzon ve ark., 2005).

Yeralt1 suyunda, toprakta ve atiklarda bulunan dogal organik molekiiller ortam
kosullaria bagli olarak kromun biyoyarayishligini ve tasinimini etkileyebilmektedir
(Puzon ve ark., 2005; Dubbin, 2004; Abollino ve ark., 2003; Zayed ve Terry, 2003;
Kraemer ve ark.,, 2002). Organik asitler, genelde diisiik pH’ larda metal
adsorpsiyonunu arttirirken, alkali kosullarda ise azaltirlar (Kantar ve Honeyman,
2005). Sitrik asit gibi organik asitlerin ya krom kolloidlerini yeniden mobilize ettigi
ya da krom ¢Oziiniirliigiinii arttirip toprakta taginimini hizlandirdigi bilinmektedir

(Johnson ve ark., 2001; Bartlett ve Kimble, 1976). Baz1 arastirmacilar tarafindan elde
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edilen bulgulara goére de Cr(III)’ {in degisik organik asitler ile kompleks
olusturmasiyla bitkiler tarafindan aliniminin hizlandig belirlenmistir (Srivastava ve
ark., 1999). Uygur ve Bekbolet (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada humik asitin
Cr(VI)’ nin TiO2 adsorpsiyonunu azalttig1 gozlemlenmistir. Mayes ve ark. (2000)’ na

gore, bol miktarda organik madde ihtiva eden bir toprak kolonunda Cr(VI)’ nin
Cr(IIl)’ e indirgenerek gecikmeye ugradiglr saptanmistir. Ayrica arastirmacilar,
toprak kolonunda organik maddelerin Cr(VI)’ y1 indirgeyici bir rol iistlendigini ve

indirgenme reaksiyonlarinin zamana bagl oldugunu da gozlemlemislerdir.

Dogal organik maddeler elektron vericisi gorevi yapip Cr(VI) bilesiklerini Cr(III)
bilesiklerine doniistiirmektedir (Wittbrodt ve Palmer, 1995; Gu ve Chen, 2003; Xu ve
ark., 2004; Park ve ark., 2004). Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarla, kromun
bakteriler tarafindan indirgenmesinde dogal organik asitlerin yardimci bir rol
oynadig1 belirlenmistir (Gu ve Chen, 2003; Tokunaga ve ark., 2003). Dogal organik
asitler, mikroorganizma ile metal veya metal oksit arasinda bir elektron diizenleyici
gorevi Ustlenmektedir (Lovely, 1996). Bazi anaerobik bakteriler tarafindan

indirgenen dogal organik asitler elektron vericisi olarak davranmakta ve metalleri

indirgemektedir (Gu ve Chen, 2003).

1.9.6. Metal ve agir metaller

Agir metaller, yogunluklart 5 g/cm3’den biiyiikk olan elementlerin olusturdugu bir
grup olarak tanimlanmakta ve bu kategoriye giren yaklasik 40 kadar elementten
olusmaktadirlar (Srivastav ve ark., 1994; Zenk, 1996).Bakir, Cinko,kadmiyum,
Kursun, Civa, Nikel, Kobalt ve gibi agir metaller, endiistriyel aktiviteler, atik su
desarjlar1 ve asit yagmurlariyla su ekosistemlerine girmektedirler (Moiseenko ve
Kudryavtseva, 2001). Su ortamlarina giren bu metaller, besin zincirinde birikmekte
ve ekolojik zararlara neden olmakta ve hatta insan sagligini tehdit edebilmektedirler
(Ermosele ve ark., 1995; Adams ve ark., 1992; Grimanis ve ark., 1978). Bir¢ok insan
hastaliklarinin artan agir metal kirliligiyle iliskili oldugu zaten bilinmektedir;
ornegin, Hg norolojik etkilere, Cd ve Pb kanserojenik etkilere, Sr kemik dokularinda
patolojiye ve Cu ise anemiye neden olmaktadir (IPCS,1992; Foulkes, 1990;
Alabaster ve Lloyd, 1982; Kovalsky, 1974). Bununla birlikte ortamdaki tehlikeli agir

metal diizeylerini belirlemek su nedenlerden dolay1 oldukga giictiir;
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e Cogu metaller (Cu, Zn, Co, Sr ve Ni gibi) organizmada zaten dogal olarak
mikro diizeylerde bulunur.

e Metal zehirlenmesi, hem metalin direkt toksisitesine hem de mutajenik,
embriyotoksik, gonadotoksik ve kanserojenik etkilerini iceren uzun
donem biyobirikiminin sonucudur.

e Toksik etkiler, metalin 6zelligine, metal kombinasyonlarina (yani sinerjik
ve antogonistik etki) ve diger faktorlere baghdir (Moiseenko ve
Kudryavtseva, 2001).

Bir¢ok agir metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmasi nedeniyle gecis
elementleridir. Bu d orbitalleri agir metal katyonlar1 ile redoks tepkimelerine
girebilen veya giremeyen herhangi bir bilesik ile karmasik yapi olusturmasini
saglamaktadir. Bu nedenle, agir metaller birer iz element olarak bir¢ok karmagsik
biyokimyasal reaksiyonda énemli rol oynamaktadir (Nies, 1999). Ornegin Ca*?,
Co*™2, Cr'®, cu™ Fe*?, K™, Mg*, Na*, Ni*? ve Zn*? gibi metaller esansiyeldir ve
besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, mikro besin olarak redoks
tepkimelerinde, molekiillerin elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve ozmotik
basinc1 kontrol etmek i¢in enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilirlar. Fakat Ag+1,
Al Au*?, Cd™, Pb*? ve Hg*? gibi agir metallerin biyolojik bir énemleri yoktur ve
bu metaller esansiyel degillerdir. Ayn1 zaman da besinsel degerleri de yoktur.
Bununla birlikte, mikroorganizmalar i¢in oldukga toksik etkileri bulunmaktadir. Bu
toksik metaller 6nemli hiicresel bilesenler ile kovalent ve iyonik baglar yaparak
etkilesime girmektedirler. Yiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan
biitiin metaller; hiicre zar1 hasarma yol agip, enzim spesifikligini degistirebilir,
hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve DNA’nin yapisina zarar verebilmektedir. Bu
nedenle metallerin biitiin canli hiicre metabolizmalariin dengede tutulmasinda ¢ok

onemli bir yer olusturdugu agikca goriilmektedir ( Bruins ve ark., 2000; Nies, 1999).

Tekstil, deri, boya, metal ve kagit endiistrilerinden kaynaklanan atik sular fazla
miktarda agir metal igermektedir. Bu tip atik sularin aritilmadan kontrolsiiz bir
sekilde cevreye bosaltilmalart o c¢evredeki canlilara toksik ve mutajenik etki
yapmaktadir. Cesitli metaller baz1 organizmalarda canliligin devam ettirilmesi igin
cok az miktarlarda kullanilsalar da yiliksek konsantrasyonlar1 hiicrede zararl etkilere
yol agmaktadir. Ag*, AI'"Y, Au*?, Cd*, Pb** ve Hg™ gibi toksik metallerin ise

biyolojik Onemi bulunmamakla birlikte hiicrede diisiik konsantrasyonda bile
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bulunmalan tehlikeli olmaktadir (Malik, 2004; Madigan ve ark., 2003; Mergeay ve
ark., 2003; Nies, 2003; Bruins ve ark., 2000). Bu nedenle endiistriyel atik sulardan
oncelikle agir metallerin uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Yapilan bircok ¢alismada,
agir metallerin ¢esitli mikroorganizmalarla endiistriyel atiksulardan uzaklastirildigi
gosterilmistir. Mikroorganizmalarin toksik, karsinojen ve mutajen olabilen agir metal
iyonlarina tolerans gosterip bu kirleticileri ortamdan uzaklagtirabilmesi agir metallere

direng gelistirmeleri ile gerceklesmektedir.
e Mikroorganizmalarca agir metalin hiicre i¢ine alinmamasi,
e Hiicre i¢inde veya disinda tutulmasi,
e Kirleticinin daha az toksik forma g¢evrilmesi,
e Metalin hiicre disina aktif tasinmasi
e Mikroorganizmanin metale kars1 daha duyarsiz hale gelmesi

gibi diren¢ mekanizmalari bugiine kadar tanimlanabilmis sistemlerdir (Aksu ve ark.,
2007; Kogberber ve Dénmez, 2007; Diffels ve ark., 2006; Sultan ve Hasnain, 2006;
Kourtev ve ark., 2006; Egler ve ark., 2005; Moller ve ark., 2005; Ksheminska ve
ark., 2005; Malik, 2004; Bruins ve ark., 2000).

Agir metallere direngli mikroorganizmalar, bahsedilen bu direng sistemlerinden
birini veya birkag¢ini bir arada kullanarak agir metalin toksik etkilerinden korunmaya
ve canliligini siirdiirmeye c¢alismaktadir. Bu direng yollarinda da stres kosuluna yanit
niteliginde sentezi artan bazi proteinler anahtar rolii oynamaktadir. Agir metal
stresindeki bir mikroorganizma bu strese adapte olabilmek ve dayaniklilik saglamak
i¢in baz1 proteinlerin sentezini arttirma yoluna gidebilmektedir (Bar ve ark., 2007,
Hongo ve ark., 2006; Sharma ve ark., 2006;Tosukhowon ve ark., 2005). Bu
proteinler hem hiicre i¢inde sentezlenen sitozol proteinleri hem de zar proteinleriyle
birlikte hiicre dig1 bilesenleridir (Sharma ve ark., 2006; Schmidt ve ark., 2005).

1.9.6.1. Metal ve agir metallerin siniflandiriimasi

Agir metal ve metaller metabolik fonksiyonlarindaki rollerine gore ikiye
ayrilmaktadirlar. Bunlardan ilki esansiyal elementler diger grubu ise Cd ve Hg gibi
metallerin girdigi gereksiz metaller grubu olup hiicrede herhangi bir fizyolojik

gorevleri olmayan ve diisiikk konsantrasyonlarda bile oldukga toksik olan metallerdir.
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Mikroorganizmalarin yasaminda metallerin biitlinleyici bir rolii vardir. Kalsiyum,
kobalt, bakir, krom, demir, potasyum, magnezyum, manganez, sodyum, nikel, ¢inko
gibi bazi metaller esansiyaldir ve besinsel rolleri vardir. Giimis, aliiminyum,
kadmiyum, altin, civa ve kursun gibi metallerin ise biyolojik rolleri yoktur ve
esansiyal degildirler. Esansiyal metaller; biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemek,
protein yapisin1 ve bakteri hiicre duvar yapisini stabilize etmek, osmotik dengeyi
korumak, gen ekspresyonunu diizenlemek, biyomolekiilleri aktive etmek, elektron
alicis1 veya vericisi olarak enerji metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar

(Bruins ve ark., 2000, Ehrlich 1997).

Demir, bakir, nikel gibi esansiyal gecis metalleri redoks tepkimelerinde rol alirken,
magnezyum ve ¢inko gibi esansiyal metaller elektrostatik giicleri sayesinde cesitli
enzimleri ve DNA’y1 stabilize etmektedirler. Demir, nikel, magnezyum ve kobalt,
diizenleyicilik gorevi olan kompleks molekiillerin yapisinda yer almaktadir.
Potasyum ve sodyumun ise hiicre i¢i osmotik basincin diizenlenmesinde rolii vardir

(Bruins ve ark., 2000).

Co*?, Cu*?, Ni*? ve zn*? gibi esansiyal metal iyonlarin yiiksek konsantrasyonu ve
esansiyal olmayan metal iyonlart mikroorganizmalar Tzerinde toksik etki
yaratmaktadir. Esansiyel olmayan metal iyonlari, esansiyal metal iyonlarinin
baglandig1 dogal baglanma bdlgelerine baglanarak veya ligandlar ile karsilikli
etkilesime girerek toksik etkilerini gostermektedirler. Bu tiir metallerin, tiol (-SH)
iceren gruplara veya oksijen bolgelerine olan affiniteleri, esansiyal metallerin
affinitesinden daha yiiksektir ( Sandrin ve Maler 2003; Bruins ve ark., 2000; Silver
1998).

Metal iyonlar1 yiikksek konsantrasyonlarda canli iizerine toksik etki de
gostermektedir. Toksik etkileri arasinda niikleik asitlerin ve proteinlerin yapisinda
degisikliklerin meydana gelmesi, oksidatif fosforilasyonu etkilemeleri ve osmotik

dengenin bozulmasi sayilabilir (Bruins ve ark., 2000; Hassen 1998a;).
1.9.6.2. Agir metal ve metallerin biyolojik bulunurlulugu, alinim biyolojisi ve
toksisitesi

Dogal ya da antropojenik kaynaklarla su ekosistemlerine giren agir metaller, suda
serbest iyon seklinde veya inorganik ve organik anyonlarin ¢éziinmiis kompleksleri

seklinde bulunmaktadirlar. Buna ek olarak ¢oziinmemis kompleks ya da organik
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partikiiller seklinde de bulunabilmektedirler. Bunun sonucu olarak organizmalar agir
metallerin serbest iyon seklinde olanlarini sudan dogrudan alirken agir metallerin
bazilarmi1 besin zinciri yoluyla, bazilarmi da sedimentten dogrudan aldiklar
belirlenmistir (Klerks ve Fraleigh, 1997; Hodson, 1988). Hiicreler, metal iyonlarini

hiicre i¢ine aktif ya da pasif taginma ile hiicre ylizeyi araciligiyla almaktadirlar.

[lk asamada agir metal iyonlar1 mikroorganizmanin dis yiizeyini teskil eden hiicre
duvari veya hiicre zarinda uygun baglanma bolgelerinde baglanarak tutulur. Bu pasif
tutunma, biyolojik mekanizmadan bagimsizdir ve biyosorpsiyon olarak tanimlanir.
Biyosorpsiyon biyolojik tiirleri olugturan bilesikler ve metal tiirleri arasinda meydana
gelen fiziko-kimyasal etkilesimler sonucu gergeklesir. K, Ca, Mg gibi A sinifi
metaller, oksijen bakimindan zengin ligandlara (karboksil gruplari gibi), B sinifi
metaller (Hg, Pb, Pt, Au gibi) siilflir ve nitrojen bakimindan zengin ligandlara (amino
asitler gibi) baglanarak hiicre i¢ine alinirlarken Cd, Cu, Zn gibi gecis metalleri, B
siifi metalleri gibi davranarak hiicre igine girerler (Niebor ve Richardson, 1980). Bu
asama pasif birikim, adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon, kompleks olusumu,

selat olusturma ve mikro presipitasyon gibi prosesleri igerir.

Mikroorganizmalarin canli olmasi durumunda bazi agir metal iyonlar1 metal
baglayic1 proteinlere ya da diger hiicre i¢i bolgelere baglanarak hiicre igerisine
girerler. Bu metal tutma bigimine hiicre i¢i veya aktif yakalama adi verilir (D6nmez
ve Aksu, 2002) Aktif ve pasif tutmanin her ikisinin birlikte ger¢eklestigi durum,
biyoakiimilasyondur. Bu nedenle 6lii hiicrelerle metal tutulmasinda pasif tutulma;
canl hiicreler ile metal tutulmasinda ise pasif ve aktif tutulmanin her ikisi de s6z

konusudur (Shumate ve Strandberg, 1985).

Genelde agir metal alinim kapasiteleri caligilan tiire bagl olarak 6énemli farkliliklar
gostermektedirler. Divalent agir metal iyonlar1 ic¢in rapor edilen bu degerler;
bakteriler igin 0,05-0,2 mmol/g, mantar ve mayalar i¢in 0,2-0,5 mmol/g, tatli su
algleri i¢in 0,5-1,0 mmol/g ve deniz algleri i¢in 1-1,5 mmol/g araligindadir (Yu ve
ark., 1998).

Kennish’in (1992) listesinde deniz flora ve faunasi iizerine agir metallerin géreceli
toksisiteleri soyle siralanmistir; Hg>Cd>Cu>Zn>Ni>Pb>Cr>Al>Co. Agir metallerin
biolojik  bulunurluluklar1 sedimentin katyon degistirme kapasitesine, su ve

sedimentin pH’sina, redoks potansiyeline, suyun sicakligina, tuzluluguna, organik
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icerigine ve diger agir metallerin konsantrasyonuna baglidir (Ward, 1989; Wahbeh,
1984).

Ortamda bulunan agir metal iyonlar1 canlilar i¢in oldukca toksiktir. Asir1 metal

konsantrasyonlari:
e Hiicre membraninin permabilitesini degistirerek
e (-SH) siilfidril gruplariyla reaksiyona girerek

e Fosfat gruplari ve aktif ADP ya da ATP gruplariyla reaksiyon

affiniteleriyle
e Gerekli iyonlarla yer degistirerek toksisiteye

neden olmaktadirlar (Patra ve ark., 2004). Sunda ve Huntsman (1998) agir metallerin
toksik etkilerinin genellikle, metabolik bolgelerdeki besin elementleri ile toksik
metallerin yer degistirmesi sonucu gergeklestigini bulmuslardir. Metallerin toksik
etkileri;metalin kimyasal formuna, biyolojik bulunurluguna, alinim yoluna, metalin
aksiyon etkisine ve metabolizmasina, diger metallerle etkilesimine, metalin akut ve
kronik etkisine, toksik etkisini gosterecegi hedef bdlgeye, hiicre i¢i fizyolojik
proseslere (solunum, fotosentez gibi) ve genetik adaptasyonlara baglidir.

Metallerin bu toksik etkilerine kars1 gdsterilen yanit mekanizmalari;
e Ozel olarak iiretilen organik bilesiklerce metallerin depolanmasi
e Baz hiicre boliimlerindeki kompartmantalizasyonu
e Metal iyonlariin tekrardan digar1 atilmasiyla olmaktadir.

Metallothioneinler, ferritinler ve fitoselatinler gibi canli organizmalarda bulunan
yapilar, metalleri baglayarak metallerin hiicreye verecegi zararli etkileri

onlemektedirler (Patra ve ark., 2004).

1.9.6.3. Agir metal ve metallerin hiicre igine alinmasi

Hiicre yapisi ii¢ temel kistmdan meydana gelir. Bunlardan hiicreyi ¢evreleyen hiicre
dist besin maddesi (ES), hiicre zar1 (HZ) ve hiicre materyalidir (HI).
Mikroorganizmalar bunun digsinda hiicreyi c¢evreleyen bir su sinir tabakasina da

sahiptirler (Smith ve Vesilind, 1995).
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Sekil 5°de; 1. yol agir metal veya metal iyonunun mikroorganizmaya dogru ilk
hareketini gosterir. Su sinir tabakasini gegen agir metal, hiicre dis1 besin maddeleri

ile etkilesecektir.

2. yol hiicre dis1 besin maddeleri tarafindan alikonulan metal ve agir metalleri
gostermektedir. Metal ve agir metallerin hiicre dis1 besin maddeleri ile etkilesimi
sonucu olusan kompleks bilesikler ¢okelerek mikroorganizmanin etrafindan

uzaklasir. Bunlar HIE ile sembolize edilmistir.

3. yol hiicre dis1 besin maddelerinden gecen metal ve agirmetal iyonlar1 hiicre zari ile
etkilesir. Bu etkilesim sonucu hiicre yiizeyinde tutulan metal ve agir metal ile hiicre

zari etkilesimi HI ile temsil edilmektedir.

4. yol Karboksil, hidroksil, fosfat, amin ve amid gibi yiiklii fonksiyonel gruplar hiicre
yiizeyi lizerinde ve hiicre dis1 besin maddeleri tarafindan agir metal ve metal
iyonlarmin tutulmasinda 6nemli rol oynar (Gadd, 1988). Metal iyonlarinin
biyosorpsiyonu hiicre dis1 tutulma olan HI ve HIE yi igerir (Shumate ve Strandberg,
1985). Hiicre igerigi tarafindan metal ve agir metallerin tutulmasi HIC ile belirtilir.
Hiicre zarindan igeriye gecen metal ve agir metaller ya hiicre metabolizmasinda

kullanilir ya da hiicre i¢inde baglara tutunarak kompleks yapida yer alirlar.

5. yol HIC ve MN (hiicrenin metabolik olarak ihtiya¢ duydugu metal ve agir metal

miktarini temsil etmektedir) arasinda metal iyonlarinin doniisiimiinii géstermektedir.

6. yol Bir mikroorganizmanin elektronegatifligindeki dengesizlige, hiicre materyali
tarafindan tutulan metaller neden olur. Hiicre, potasyum veya hidrojen iyonlarini

blinyesinden disariya atarak bu dengesizligi ortadan kaldirmaya calisir.
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Sekil 5: Agir metal ve metal iyonlariyla mikroorganizmanin etkilesimi

Sekil 5’de AM(s); Agir Metalleri, HIE; ES de alikonan metalleri, HIM; Hiicre zari ile
metallerin etkilesimini, HIC; Hiicre materyali ile metallerin etkilesimini, Hi; Hiicre
materyalini, MN; mikrobiyal metabolizma i¢in gerekli agir metali, EPS; hiicre dist
besin maddeleri, HZ ise hiicre zarmi temsil etmektedir (Fuhrmann ve Rothstein,
1968).

1.10. Agir Metallerin Krom indirgemeye Etkisi

Na* ve Cu*? metal iyonlart Pseudomonas sp. G1DM21’de Cr(VI) rediiktaz
aktivitesini sirayla %16 ve %33 oraninda tesvik ettigi tespit edilmistir (Desai ve ark.,
2008). Cu™®nin kromat rediiktaz aktivitesi iizerine tesvik edici etkisi Bacillus sp.ES
29 (Camargo ve ark., 2003b) ve Pseudomad CRB5 (Mclean ve Beveridge, 2001)
suglarinda da gorlilmistir. Ancak bu agir metal varliginda Enterobacter
cloacea’daki membrana bagli kromat rediiktaz aktivitesinin inhibe oldugu rapor
edilmistir (Ohtake ve ark., 1990). Bunun aksine Zn*2, Ni*2, Co*?, ve Ba™ gibi
divalent katyonlarin rediiktaz aktivitesi lizerine 6nemli bir etkisi bulunmamaktadir.
Ek olarak; Bacillus spharicus AND303 susunda Ni*? ve Cu*? metalleri rediiktaz
aktivitesi lizerine gii¢lii bir inhibe etki gostermistir. Ochrobactrum sp. (Sultan ve
Hasnain 2007), Ochrobactrum intermedium SDCr-5 (Sultan ve Hasnain 2007),
Bacillus sp. (Elangovan ve ark., 2006) ve E. coli ATCC 33456 (Bae ve ark., 2005)
suslarinda  Zn*? metal varliginda Cr(VI) indirgemesinin inhibe oldugu rapor

edilmistir.
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Yapilan Cr(VI) indirgeme ¢alismalarinda Pb*? ve Cd*? metallerinin her ikisinin de
sirastyla %14 ve %25 oraninda Ochrobactrum intermedium SDCr-5 susu iizerinde
indirgemeyi inhibe etkisi bulunmustur. Aym susun Cu*?, Co™, Mn*? ve Ni*
varliginda meydana gelen indirgemede ise bir artigin oldugu belirlenmistir (Sultan ve
Hasnain 2007). Buna ilaveten Bacillus sphaericus AND 303 susunda Cr(VI)
rediiktaz aktivitesi 100 uM Ni*?, Cu*? ve Cd*? varlginda % 70 oraminda diiserken B.
Sphaericus AND 303 susunda 100uM Co*? varliginda Cr(VI) rediiktaz aktivitesi %7

oraninda azalmistir (Pal ve ark., 2005).

E. coli bakterisinde Zn*? ve Cu*? varliginda Cr(VI) indirgemesinin %16 ve %33
oraninda azaldigi bulunmustur. Ancak diisiik konsantrasyonlar i¢in ayni sonugun
gecerli olmadig1 rapor edilmistir (Shen ve Wang, 1994b). Baska bir ¢alisma da B.
Sphaericus susunda Cr(VI) indirgeme iizerine Ni*2, Co*?, Cd*? ve Pb*? 20 mg/m!’nin
altindaki, 100 mg/ml ‘nin istiindeki konsantrasyonlarda inhibe edici bir etkisinin

oldugu tespit edilmistir (Pal ve Paul, 2004)

Bacillus sp. ES 29 susunun kromat rediiktaz aktivitesinin, ortamda monovalent
Na“nm bulunmasi ile %26 oraninda arttig1 tespit edilmistir. Yapilan calisma da
Zn*#nin kromat rediiktaz aktivitesi iizerine tesvik edici veya inhibe edici herhangi
bir etkisi bulunmazken Mn*? ve Co*? metallerinin az da olsa enzimi tesvik edici bir
etkisinin oldugu rapor edilmistir. Bacillus sp. ES 29 susunun Cell Free ektratlarinda
Cu*? metalinin kromat rediiktaz enzimini dnemli derece de tesvik ettigi anlasilmistir.
[lk kez Camargo ve ark. (2003b) Bacillus sp. ES 29 susunun Cell Free
ekstraktlarinda Cu™®nin Cr (VD) indirgeme iizerinde tesvik edici bir etkisinin
oldugunu sdylemistir. Oysaki ¢cogu caligmalarda Cu*®nin Cr(VI) indirgeme iizerine

inhibe edici etkisi oldugu rapor edilmistir.

Ohtake ve ark. Anaerobik sartlar altinda membran ile iliskili kromat rediiktazin 0,5
mM Cu*? varliginda %36 oraninda inhibe oldugunu bulmustur. Ancak aerobik sartlar
altinda 5-25 mM Cu*® kromat rediiktaz aktivitesi iizerine herhangi bir etisinin
olmadigini tespit etmistir (Park ve ark., 2000; McLean ve Beveridge, 2001) McLean
ve Beveridge 0,4 mM Cu*?ilavesinde Pseudomonad’larda Cr(VI) indirgemesini az

da olsa arttirdigini1 bulmustur.

Cu*? metalinin kromat rediiktaz aktivitesini nasil stimiile ettigi heniiz tam olarak

aciklanamamustir. Ancak Cu*? metali bir gecis metalidir ve ¢ogu rediiktaz enziminin
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prostetik gurubunu olusturmaktadir. Cu*®’nin temel fonksiyonu; ilgili trasport
sistemini korumaktir. Bazi durumlarda da, tek elektron redoks merkezi gibi hareket

ederek protein alt iiniteleri arasinda elektron transferinde gorev almaktadir (Abe ve

ark., 2001)

Diger bir caligmada yaklagik ImM Cu*#nin mikroorganizmalar i¢in toksik
olabilecegi diisiiniiliirken, ImM Cu*nin Cr(VI) indirgemesini arttirdigi rapor

2

edilmistir. Ciinkii Cu*? metalinin kromat rediiktaz enzimini O**’den korudugu

bulunmustur (Ettinger, 1984).

34 tane kroma direngli bakteriden olusan bir grup ile yapilan Cr(VI) indirgeme
deneyinde Ni*?, Co™, Cd** ve Pb** gibi metal iyonlarmin varlginda Cr(VI)
indirgemesinin énemli dl¢iide azaldigi bulunmustur. Bu calismada Ni*? 20mg/L de
cok toksik oldugu ve Co*? ise yiiksek konsantrasyonlarda Cr(VI) indirgemesini
inhibe ettigi bulunmustur (Pal ve Paul 2004).

Acinetobacter haemolyticus bakterisi ile yapilan Cr(VI) indirgeme c¢alismasinda
30mg/L Zn*? ve Cd*? varliginda Cr(VI) indirgemesinin %90 ‘dan daha fazla oranda
Pb*? ise %82,54 oraninda azaldig1 bulunmustur (Zakaria ve ark., 2007).

1.11. Biyosorpsiyon

1.11.1. Biyosorpsiyon teorisi ve mekanizmalari

Biyosorpsiyon prosesinin mekanizmalar1 iyon degisimi, jelatinlesme, koordinasyon,
kompleks olusumu, adsorpsiyon ve mikropresipitasyondur. Bu mekanizmalar,
biyokiitle metabolik olarak inaktif iken ve fiziko-kimyasal metotlarla 6ldiiriilmiis bile
olsalar meydana gelir. Prosesin gerceklesmesi i¢in gerek aktif membran taginim
mekanizmasina ve gerekse metabolik bir enerjiye ihtiya¢ duyulmaz. Proseste

fizikokimyasal siirecler baskindir (Guibal ve ark., 1992).

Canli hiicrelerle metallerin biyosorpsiyonunda hiicre i¢i birikim ve hiicre ylizey
bilesiklerine metallerin baglanmasi, iki temel mekanizma olarak bilinir. Hiicre i¢i
birikim veya metabolik prosesler, ortamdaki metallerin nispeten yiiksek miktarlarinin
bir sonucudur. Bu proseslerin hizi yavastir ve ¢ogu zaman c¢evresel sartlara ve
besinlere baghdir. Yiizey ve hiicre duvarlarina baglanma ise pasif bir prosestir: Canli
ve Olii biyokiitlenin her ikisi iizerinde de gerceklesir. Metabolik olmayan ylizeysel

baglanma c¢ok hizlidir. Genelde birka¢ dakikadan daha az bir siirede gerceklesir. Bu
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tip metal tutmada, hiicre duvarlarinda bulunan 6zel kimyasal bolgelerdeki iyon

degisimi mekanizmasi baskindir (Sencan 2006).

Hiicre yiizeyinde veya hiicre duvar iizerinde metal baglama kapasitesine sahip 6zel
bolgelerin bulundugu bilinmektedir. Hiicre 61diigli zaman hiicre duvarlar1 lizerinde
daha fazla metal baglama bolgeleri s6z konusu olabilir. Bir biyolojik kiitlede pek ¢ok
potansiyel baglar iceren karboksilat, amin, fosfat, hidroksil, siilfidril ve diger
fonksiyonel gruplar mevcuttur. Amin, fosfat, siilfidril, karboksil veya hidroksil
gruplarinin metal iyonlar1 adsorplamasi i¢in potansiyel adsorpsiyon bdolgeleri
olusturduklart yapilan c¢alismalar ile belirlenmistir (Gadd, 1990). Tobin ve
ark.(1984), metal baglanmasinin degisik bolgelerde degisik oranlarda oldugunu ifade
etmislerdir. Her bir fonksiyonel grup farkli metalleri farkli oranlarda tutabilir.
Biyomasi1 olusturan hiicrelerin hiicre zar1 polimerik yapilar, protein, karbonhidrat,
niikleik asit ve lipit icerir. Bu temel yapi1 elemanlari biinyelerinde mevcut olan
karboksilik, alifatik, aromatik ve amino gibi organik gruplarin ve hidroksil ve siilfat
gibi inorganik gruplarin iyonlagmasi sonucu negatif yiike sahip olurlar. Bux ve
Kassan (1994), metal iyonlarinin biyosorpsiyonu icin temel itici giiciin biyomasin
sahip oldugu net negatif yiikii oldugunu ve daha yiiksek elektronegatiflige sahip
biyomasin agir metaller i¢in daha cezbedici ve uygun oldugunu ifade etmislerdir. Bu
yizden pH degerleri bu fonksiyonel gruplarin performansini etkilemektedir. R.
Arrhizus ile metal tutma calismalarinda Tobin ve ark. (1984) pH 4’te aminlerin
pozitif yiiklii ve metal iyonlar1 ile etkilesmediklerini goézlemislerdir. pH 3’iin
tizerinde oldugunda ¢ogu fosfat ve karboksilat gruplari negatif yiiklidiir ve bu
gruplar pH 3’iin iizerinde metal baglamaya katki saglarlar. Hidroksil ve amin
gruplari, metal iyonlar ile zayif baglar yaparlar ve zayif bazlardir (Zhang ve ark.,
1998).

Ozel kimyasal baglanma bolgelerinde metal baglanmasi, iyon degistirme prosesi ile
gerceklesir. Diger bir ifade ile iyon degisimi, metal tutmada oOnemli bir
mekanizmadir. Ganoderma lucidum tirii tizerinde bakir biyosorplama sirasinda
kalsiyum ve hidrojen iyonlar1 ¢ozeltiye yayildigr gozlenmistir (Muraleedharan ve
Venkobachar, 1994). Kapoor ve Viraraghavan (1998) A. Niger ile metal iyonlarinin
biyosorpsiyonunda ortama potasyum, kalsiyum, hidrojen ve magnezyum iyonlari
yayildigin1 gozlemlemislerdir. Bu olaym da iyon degistirme mekanizmasinin bir

kanit1 oldugunu belirtmislerdir.
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Aktif camur prosesi, pek¢ok endiistriyel ve evsel atiksularin aritilmasinda en ¢ok
kullanilan biyolojik siirectir. Aritma sirasinda olusan fazla ¢amur sistemden belli
araliklar ile atilir. Atilan bu camur bol miktarda mikroorganizma igerir ve
biyosorbent olarak kullanilmasi uygundur. Atiksu aritma sistemlerinde olusan aktif
camur, biiylik ol¢iide bakteri ve protozoa igerir. Bakterilerin hiicre duvarlarinda
karboksil, asidik polisakkaritler, lipitler ve amino asitler gibi degisik organik
bilesikler mevcuttur. Belirtildigi iizere bu organik maddeler agir metallerin
biyosorpsiyonunda etkin rol oynamaktadir. Bunun yani sira aktif ¢amurdan izole
edilen baz1 bakteri tiirlerinin agir metalleri yiliksek diizeyde biyosorbe ettigi
gozlemlenmistir. Protozoalar ise nispeten biiyiik, hareketli ve tek hiicreli gelismis
canlilardir. Lipit ve protein igeren ince bir zara sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolay1

biyosorpsiyon siirecinde gorev alabilirler (Aksu ve ark., 2002).

Belirli tipteki mikrobiyal kiitle, fiziksel veya kimyasal metotlar ile metabolik olarak
aktif olmayan hale getirilse hatta hayatsal faaliyetleri durdurulsa bile agir metalleri
pasif olarak Dbaglayabilir veya biriktirebilir. Aktif olmayan veya Ol
mikroorganizmalar kolay depolanabilir ve agir metallerin toksik etkisinden
etkilenmezler. Bu mikrobiyal kiitle patojenik tiirleri ihtiva etse bile, hayatsal
faaliyetleri durduruldugu i¢in sagliga olabilecek olumsuz etkileri ortadan kaldirilmis
olur. Bunun yani sira ilave niitriyente ihtiya¢ duymayacaklar ve kullanildiklari
prosesin kontrolii daha kolay olacaktir. Olii veya aktif olmayan biyolojik kiitlenin
kullanildigi biyosorpsiyon prosesleri kolayca yenilenebilmekte ve bu mikrobiyal
materyal tekrar tekrar kullanilabilmektedir. Ayrica bazi durumlarda yiiksek tutma
kapasitesine sahip olurlar. Tiim bu avantajlarindan dolayi, 6lii veya aktif olmayan
hale getirilmis biyolojik kiitle agir metalleri ¢ozeltilerden uzaklastirmak, geri
kazanmak ve konsantre hale getirmek icin yiiksek kapasiteli biyosorbent olarak

degerlendirilirler (Brady ve ark., 1994b).

Tobin ve Roux (1998) bir deri sanayi atiksuyundan krom gidermek i¢in atik Mucor
meihi biyomasini kullanmiglar ve pH 4 ve 2 degerlerinde biyosorpsiyon seviyesini
0.7 ve 1.15 mmol/g olarak gbzlemislerdir. Bu degerlerin deri endiistrisi atiksuyundan
krom gideriminde ticari gii¢lii asidik iyon degistirme re¢inelerinin kullanilmasi ile
elde edilen degere ¢ok yakin oldugunu ifade etmislerdir. Fourest ve ark. (1994),

Rhizopus arrhizus, Mucor miehei ve Penicillium chrysogenum gibi 6lii biyomasin
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Zn*?, cd*?, Ni?, Pb*?, Cr*®, Ag+2 metal iyonlarma karst bir yatkinliginin oldugunu

ifade etmislerdir.

Tobin ve Roux (1998), Mucor meihi ile krom biyosorpsiyonunda Langmuir modelini
kullandiklarinda biyosorpsiyon verileri dogrusal olmayan bir grafik meydana
getirmistir. Grafigin dogrusal olmamasi, ¢ok tabaka igeren, interaktif veya coklu
baglanma bolgesi veya bu olaylarin kombinasyonunu igeren kompleks bir

adsorpsiyon prosesinin gdstergesidir.

Aktif olmayan ve o6lii biyokiitle canli biyomasin 6n islemden gecirilmesi ile elde
edilebilir. Fiziksel muamele segenekleri hava veya buz ile kurutmak, kaynatmak,
otoklavda bekletmek ve mekanik olarak karigtirmaktir. Kimyasal islemler organik ve
inorganik bilesiklerin kullanilmasi ile yapilabilir. On islem biokiitlenin metal giderim

kapasitesini arttirir ve biyosorpsiyonun 6zelligini degistirir (Siegel ve ark., 1990).

1.12. Pseudomonas Cinsinin Genel Ozellikleri

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesine ait olup, diiz veya hafif kivrik
cubuk seklindedir. Uzunluklar1 1,5-5,0 pum, geniglikleri 0,5-1,0 pum arasindadir.
Hareket, bir veya birkag polar flagella ile saglanir, bazi tiirleri farkli uzunlukta lateral
flagellaya sahiptir, nadiren hareketsizdirler. Polar flagellalarin sayist 6nemli bir
taksonomik karakterdir. Gram-negatif ve zorunlu aerobik bakterilerdir. Fakat bazi
tirleri nitratin varliginda anaerobik olarak gelisirler. Oksidaz pozitif veya negatif,

katalaz pozitiftirler (Sneath, 1986; Collier ve ark., 1998; Jamir ve ark., 2004 ).

Pigmentasyon, Pseudomonas cinsinin genel bir karakteridir, ancak pigment
olusturmayan tiirlere de sahiptir. Bazi tiirleri ayirt edici koloni morfolojisi gosterirler
(Murray ve ark., 1995). Baz tiirleri 4°C’de gelisebilir, ancak ¢ogu 30-37 °C arasi
optimal gelisim sicakligina sahip mezofilik bakterilerdir. Bir ¢ok tiirii, asidik

sartlarda gelisemezler(Sneath, 1986).

Bir ¢ok Pseudomonas tiirii amonyum tuzlarinin ve tek bir karbon kaynaginin
bulundugu ortamlarda gelisebilirler. Sadece birkag tiir organik gelisim faktorlerine
ihtiya¢ duyar. Kemoorganotrofiktirler, fakat bazi tiirleri ototrofik sartlar altinda da

geligebilir. Hig bir tiirii fermentatif ve fotosentetik degildir(Collier ve ark., 1998).

Cok gii¢lii metabolizmalar1 bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin ¢ogunun direkt

izolasyonu yapilabilmistir. Bunda dogada ozellikle havada, toprakta ve sularda
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yaygin bulunmalari biiyiik rol oynar. Cins {liyelerinin bir kismu bitkiler, hayvanlar ve
insanlar iizerinde patojenik ozellikler gosterirler. Ozellikle memeli hayvan ve
insanlarin bagirsaginda az sayida bulunan Pseudomonas aeruginosa son zamanlarda
firsatg1 bir patojen olarak kabul edilmektedir (Tortora, 1991). P. aeruginosa’ nin
patojenligi insanda c¢esitli enfeksiyonlara neden olan viriilens faktorlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu viriilens faktorlerden bazilar1 ekzotoksin A, fosfolipaz C,
proteaz, pili, ekzopolisakkarit kapsiil, pigmentler ve ramnolipidlerdir (Asthana ve
ark.,1997). Bu viriilens faktorlerden ekzopolisakkarit kapsiil, pigmentler ve
ramnolipidler Pseudomonas’ lar tarafindan iretilen sekonder metabolitler olarak
adlandirilmaktadirlar (Norman, 2004; Demain, 1999). Bu metabolitler Pseudomonas’
larin hayatta kalmalarin1 ve diger bakterilerle rekabet etmelerini saglamaktadir.
Ornegin, suda ¢oziinebilen bir sekonder metabolit olan piyosiyanin, g¢esitli
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Norman, 2004).
Pseudomonas bakterileri genetik calismalarda 6zel bir ilgiye sahiptir. Bunun
nedenleri, genis bir yayilim alanina, medikal 6neme, beslenme ve biyokimyasal ¢ok
yonliiliige sahip olmalar ile laboratuvar ortamlarinda gelistirilebilmeleri i¢in gerekli
sartlarin  basit olmasidir (Tortora, 1991). Genetik arastirmalar yoniinden P.
aeruginosa PAO1 susu olduk¢a detayli g¢alisilmistir ve bu susun genom dizisi
belirlenmistir. Bakterinin genom biiyiikliigliniin 6 264 403 bp oldugu belirlenmistir
(Mandelbaum ve ark., 1995).

Bir ¢ok organik bilesik Pseudomonas tiirleri tarafindan mineralize edilebilir. Bu
bakteriler bu bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar. Buna bagh
olarak Pseudomonas tiirleri, biyoremediasyonunda kullanim potansiyeline sahiptir
(Essar ve ark., 1990).

1.12.1. Habitatlar

Pseudomonas’lar toprak, su ve ciirimekte olan organik maddelerde bulunan
mikroorganizmalardir. Bu ortamlar diginda sulak alanlarda yetistirilen tarim
triinlerinde, lagim c¢ukurlarinda, tuvaletlerde, hastane ortami ve hastanelerde
kullanilan temizlik maddelerinde, solunum ve diyaliz cihazlarinda ve hatta

dezenfeksiyon soliisyonlarinda bile bulunurlar (Carson ve ark., 1973).
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Yapilan caligmalarda nehir suyundan Pseudomonas spinosa, distile sudan
Pseudomonas huttiensis, Pseudomonas cepacia ve Pseudomonas lanceolata tiirleri

izole edilmistir (Carson ve ark.,1973; Vachee ve ark., 1997).

Cesitli bitkilerden de izole edilen Pseudomonas tirleri bulunmaktadir. Cavdar,
zeytin, fasulye, leylak, patates ve seker pancarindan Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas syringae ve Pseudomonas aeruginosa suslari izole edilmistir (Hirano
ve Upper 2000).

Ayrica deniz kaplumbagasinin (Caretta caretta L.) derisinden Pseudomonas
fluorescens izole edilmistir (Cabanes ve ark., 1997). Sadhukhan ve ark. (1997), balik
solungacindan ve midesinden Pseudomonas tiirleri izole etmisler ve bakterinin

HgCl,’ye direngli oldugunu bildirmislerdir.

Pseudomonas’larin genis bir yayilim gostermeleri ¢ok basit gelisim ihtiyaglarina
gereksinim duymalarindandir. Minimal besin varliginda 4-43°C gibi genis bir
sicaklik araliginda gelisebilirler. Cinsin bir ¢ok tiiriiniin gelisme gosterdigi optimum
sicaklik 30°C’dir. Tiirlerin tamami noétral veya alkali pH (7.0-8.5) araliginda daha iyi
gelismektedir (Cowan ve ark., 1974).

1.12.2. Morfolojisi ve hiicre yapisi

0,5-1,0x1,5-5,0 um boyutunda diiz veya hafif egimli basillerdir. Pseudomonas
suslarinin, mikroskobik goriiniimleri nadiren biiylik ve sekil olarak normalden ¢ok
farkli olabilirler. Bazi tiirlerin hiicreler1 oval sekilli olabilirken bazi bitki
patojenlerinin hiicreleri 4 um’den daha uzundurlar. Sahip olduklar1 bir veya birden
fazla polar flagella ile hareket ederler. Hareket igin gerekli olan enerjiyi aerobik
metabolizmadan saglarlar. Nadiren hareketsiz olan Pseudomonas suslari da

mevcuttur (Cowan ve ark., 1974).

1.12.3. Pigmentasyon

Pigmentasyon, bakteriler tarafindan renkli koloni iiretimi veya besiyeri yiizeyine
pigment salgilanmasi olup pigment treten Pseudomonas tiirlerinin ayriminda
kullanilan 6nemli bir ozelliktir (Keskin ve Ekmeke¢i, 2003). Pseudomonas’lar
tarafindan iiretilen pigmentlerin antibiyotik ve bakteriyosin 6zelligine sahip oldugu
belirtilmistir (Vachee ve ark., 1997). Bakteriyel pigmentler sekonder metabolitlerden

olup, optimum sartlar1 ¢ok degisken olmakla birlikte, gelisme sicakligi, ortami ve
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besiyeri igeriklerine bagli olarak farkli renklerde olusturulurlar (Kanner ve ark.,
1978). Hassen ve ark. (1998b), ¢alismalarinda kullandiklar1 Pseudomonas cinsine ait
tiirlerin, ¢inko varliginda piyoverdin pigmentini daha fazla sentezlediklerini ve

¢inkonun pigment tiretimini arttirdigini géstermislerdir (Hassen ve ark., 1998b).

Pseudomonas aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P.
cichorii gibi tiirler, diisik demir igerikli besiyerlerinde bol miktarda fluoresans
pigmentleri tiretmektedirler (Meyer ve Hohnadel 1990, Vachee ve ark., 1997).
Giliniimiizde King A (Pseudomonas Agar F) ve King B (Pseudomonas Agar P) gibi
spesifik besiyerleri kullanilarak Pseudomonas cinsine ait tiirlerinin fluoresans
pigmentleri iiretip iretmedikleri tespit edilebilmektedir (Vachee ve ark., 1997,
Keskin ve Ekmekei 2003). P. fluorescens’in King B besi ortaminda flouresin {irettigi
bildirilmistir (Baumann ve ark., 1972).

Fenazinler Pseudomonas’larin suda ¢0Oziinebilir pigmentleridir. Suda ¢6zilinen
pigmentler icinde en ¢ok bilinenleri pyoverdin ve pyocyanindir. Diger fenazin
pigmenti ise, 6zellikle P. chlororaphis i¢in karakteristik olan, suda diger pigmentlere
kiyasla daha az ¢oziinebilen ve koloni etrafinda kristalize olma 6zelligine sahip yesil

bir pigment olan klororafin (chlororaphin)dir (Kanner ve ark.,1978).

Lemonnierin P. lemonnierin susu i¢in karakterize olan hiicre i¢inde bulunan

¢ozlinmeyen bir pigmenttir (Fuller ve Mellows 1971).

Karotenoidler genellikle sar1 veya turuncu renkli, suda ¢oziinmeyen ve P.
alcaligenes, P. mendocina, P. versicularis, P. flava, P. pseudoflava, P. palleronii, P.
rhodos, P. echinoides, P. radiora gibi birgok tiir tarafindan {iretilen pigmentlerdir
(Fuller ve Mellows 1971).

Yasli Pseudomonas kiiltiirlerinde (10 giinliik) melanin pigmentlerinin tretildigi de
tespit edilmistir (Hassen ve ark., 1998b).

1.12.4. Gelisme ortamlar ve fizyolojik 6zellikleri

Pseudomonas’larin birgok tiirii amonyum iyonlar1 veya nitrat ile enerji veya karbon
kaynag1 olarak tek bir organik madde iceren ¢ok basit mineral besiyerlerinde
gelisebilmektedir (Baumann ve ark., 1972). Viriilans faktorii olarak hemolizine sahip
olan P. aeruginosa suslar1 kanli besiyerlerinde hemoliz olustururlar. Glukoz ve bazi

karbohidratlar1 oksidasyon yolu ile pargalayip asit olustururlar. Laktoz ve sukroza
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etki etmezler. Indol ve HyS olusturmazlar. Metil kirmizis1 ve Voges proskauer testleri
negatiftir. Kemoorganotrofik tiirleri fakiiltatif kemolitotrof olup enerji kaynagi olarak
hidrojen ve karbonmonoksiti kullanabilirler. Cogunlugu acrobik olup bazi tiirleri
nitrat1 kullanarak anaerobik olarak gelisebilir. Ureyi amonyak haline ya da amonyag1
tireye cevirebilirler ve bunlar1 azot kaynagi olarak kullanabilirler. Cogu asidik
ortamlarda gelisemezler. Oksidaz pozitif veya negatif olabilirler. Katalaz pozitif olup
lizin ve ornitini dekarboksile etmezler. Pseudomonas tiirlerinin tek karbon kaynagi
iceren basit besiyerlerinde gelisebilme yetenekleri karakterizasyon yapilmasi igin
temel olusturmaktadir. Bu organik bilesiklerin say1 ve tiplerinin degistirilmesi ile
gelismeyi saglayan bilesikler tespit edilerek, sabit kimyasal icerikli besiyerlerine bu
bilesiklerin ilavesi ile izole edilen tiirlerin tanimlanmasmma O6nemli Kkatkilar

saglanmistir (Cowan ve ark., 1974).

1.12.5. Plazmid DNA

Pseudomonas’lar antibiyotiklere, metallere, antibakteriyel ajanlara, bakteriofajlara,
bakteriosinlere, fiziksel ajanlara kars1 direnclilik saglayan ve farkli metabolik 6zellik
kazandiran, plazmidlerce taginan genler bakimindan olduk¢a zengindirler.
Plazmidlerin bazilar1 gelisme sartlarinda rol alirken, bazilar1 c¢esitli ajanlara (R
plazmidleri) kars1 direnglilige, bazilar1 daha 6nce kullanilmamis karbon kaynaklarini
kullanabilme kapasitesine etki ederler (Bruins ve ark., 2003). Boylece bu cinsin
tiyelerine ¢ok yonlii fayda saglamis olur. Son zamanlarda Pseudomonas cinsine ait
bir¢ok plazmid yapisi agiklanmistir. En iyi bilineni baz1 P. putida suslarinda bulunan
TOL adindaki katabolik plazmid olup toluen, ksilen ve benzer aromatik bilesikler
varliginda gelisme yetenegini kodlamaktadir (Silver, 1992).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Materyal 6rnekleri

Bu calismada Pamukkale Universitesi Bakteriyoloji Laboratuari  Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edilen bakteriler kullanilmistir. Bakterilerin kodlar1 ve

izolasyon kaynaklar1 Tablo 4’de verilmistir

Tablo 4: Bakterilerin kodlar1 ve izole edildigi kaynaklar

Sus kodu Bakteri Ad izolasyon kaynag
Aliaga Petrol Rafinerisi /Izmir
P1 Pseudomonas sp. - "
opra
P8 Chryseomonas luteola Aliaga Petrol gaﬁnerlsl /lzmir
P14 Pseudomonas sp. Kara.gi%lp/raD;mZh
P15 Chryseomonas luteola Karagl%l p/ rBfmZh
P18 Pseudomonas stutzeri Antim Te;lal / Denizli
P22 Pseudomonas aeruginosa Antim Teglzl / Denizli
P27 Pseudomonas stutzeri Guzelko%/u/ Denizli
P37 Sigma / Denizli
Chryseomonas luteola Toprak
P39 Pseudomonas stutzeri Koruculéfj Denizli
P43 . Zeytinyag1 Fabrikasi / Aydin
Pseudomonas putida Toprak
P44 Pseudomonas stutzeri Zeytmyaglfgsrr;iam / Aydn
P46 Pseudomonas stutzeri Zeytmyagl.sggrr;iaﬂ / Aydm
P52 Pseudomonas sp. Zeytmyagl_IF(;l;;;lI((am / Aydin
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2.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

Nutrient Broth (NB) ( Merck)

. Peptone 549
o Yeast extract 29
o Meat extract 19
o Sodyum klorar 59
. Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,0+0,2’ye
6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.

Triptic Soy Broth (TSB) (BBL-TM,Merck, Fluka)

o Pepton from casein 179

o Pepton from soymeal 39

o D(+) glucose 259

o Sodyum Kklortr 59

o Di-Potassium hydrogen phosphate 2549

o Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,0+0,2’ye
6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.

Luria Bertani (LB)

o Tripton 10g

. Yeast extract 549

o Sodyum klorlr 10g

o Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,0+0,2’ye
6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.
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Triptic Soy Agar (TSA) (Merck, Biolife)

o Pancreatic Digest of Casein 159

. Soy Pepton 59

o Sodium Chloride 59

. Agar 159

. Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,0+0,2’ye
6 N HCIl ve 6 N NaOH ile ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Izole edilen suslar, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis TSA

igeren tiiplerde +4°C’de muhafaza edilmistir.

Potasyum Dikromat Cozeltisi (1000 ppm) (K,Cr,0-,) (Merck)

o Potasyum dikromat 0,2829 ¢
o Distile su 100 ml

1000 mg/L Cr (VI) stok ¢ozeltisi distile suda hazirlanarak 105 °C’de 15 dakika steril
edilmistir. Bunun i¢in 100 ml distile suda 0,2829 g_K,Cr,0O7 olacak sekilde tartim
yapilmistir. Cozeltinin pH degeri 6 N NaOH ile 7+0,1’ye ayarlanmistir. Steril stok
¢ozeltisi renkli sisede +4 °C’de buzdolabinda maksimum 1 ay tutulmustur. Arzu
edilen Cr cozeltilerini igeren besiortamlar1 hazirlamada, steril stok Cr (VI)

kullanilmastir.

Difenil-karbazid (DPC) (Merck)

[} DPC 015 g
. Aseton 100 ml

Belirtilen miktarlarda difenil karbazit asetonda ¢oziiliir, +4 °C’de renkli siselerde 1

hafta saklanir.
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%10’luk Silfirik asit Cozeltisi (H.SO,) (Merck)

. H,SO, 10 ml
. Distile su 90 ml

10 ml Siilfiirik asit 6lgiiliir, 100 ml distile suya tamamlanir. Renkli sisede muhafaza

edilir.

NaHCO; Tanponu

. NaHCO, 0,05 g

o Distile su 1000 ml

5,86x10™ M olacak sekilde 0,05 g NaHCO; tartilir ve 1000 ml distile su icerisinde
coziilerek hazirlamr. +4 ° C’de 1 ay saklanabilir.Bu tanpon pH 6 ve 7 igin

kullanilmustir.

NH;-NH, Tanponu

. 8.00 ml NH;

. 107 g NH.CI

Yukarida belirtilen miktarlara uyarak ¢alisilacak pH degerine ayarlanir. pH 7.5, 8§,
8.5, 9 ve 9.5 i¢in bu tanpon kullanilmistir.

SDS-PAGE iCiN KULLANILAN STOK COZELTILER

Akrilamid + N, N’ — Metilen Bis Akrilamid Stogu (%30’luk)

. Akrilamid (Sigma) 28,89
o Bis akrilamid (Sigma) 1,29

Maddeler 75 ml distile su igerisinde ¢oziilerek, 100 ml’ye tamamlanir. Whatman No:
1 filtre kagidindan siiziilerek, renkli cam siselerde +4°C’de en fazla 1 ay muhafaza

edilir.

Ayirma Jel Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH: 8,6)

. Trizma base (Sigma) 18,165 g
. SDS (Sigma) 0,49

Maddeler, 75 ml distile suda ¢oziildiikten sonra 6 N HCI ile pH=8,6’ya ayarlanir.
Son hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandiktan sonra 121°C’de 15 dk. Sterilize edilir

ve +4°C’de saklanir.
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Yigma Jel Tamponu (0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8)

Trizma base

SDS

6,059

0,449

Maddeler 75 ml distile suda ¢6ziildiikten sonra 6 N HCI ile pH=6,8’¢ ayarlanir. Son

hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandiktan sonra 121°C’de 15 dk. Sterilize edilir ve

+4°C’de saklanir.

Kosturma Tamponu(5X)

Trizma base 1,21
Glisin 5,76
SDS 1,0

Maddeler 1000 ml distile suda ¢oziiliir.

Ornek_Tamponu (2X)

1 M Tris-HCI, pH=7,6 2ml
Gliserol 3ml
SDS 0,59
2-8 ME 2,0 ml
Bromofenol blue 4 mg

Karigimin hacmi 10 ml’ye tamamlanir. 6 N HCI ile pH=6,8"e ayarlanir. Cozelti

renkli cam sisede oda sicakliginda saklanir.

Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue R250
Glasiyal Asetik Asit
Metanol

Distile su

15¢9
70,0 ml
50,0 ml

880,0 ml

Boya ¢oziildiikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliir ve renkli cam

sisede oda sicakliginda saklanir.
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Boya Giderici Cozelti

70 ml Glasiyal asetik asit, 50 ml Metanol ve 880 ml Distile su karistirilarak

hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda renkli cam sisede saklanir.

Molekiler Agirhik Standardi

Proteinlerin molekiiler agirliklarim1 hesaplamak i¢in molekiil agirliklar1 sirasiyla
200,150, 120, 100, 85, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 kDa olan MBI Fermentas
SMO0661 kiti kullanildi.

Ayirma Jelin Hazirlanisi

o Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk) 5,78 ml
. Distile su 7,13 ml
o 1,5 M Tris-HCI pH=8,6 4,33 ml
. % 10’luk APS 86,70 ul
o TEMED 8,16 ul

Maddeler 1 mm araliga sahip iki cam arasina dokiiliir, tist kisim doymus butanol

veya saf su ile kaplanarak hava ile temasi 6nlenir ve polimerize olmasi i¢in beklenir.

Yigma Jelin Hazirlanisi

o Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk) 0,82 ml
. Distile su 2,93 ml
o 0,5 M Tris-HCI pH=6,8 1,25 ml
. % 10’luk APS 30,00 pl
o TEMED 5,00 ul

Bu karisim, polimerize olan ayirma jelin iizerindeki distile su uzaklastirildiktan ve
tarak yerlestirildikten sonra dokiiliir. Jel polimerize olduktan sonra tarak c¢ikarilir,
kuyular kosturma tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenir ve hazne kosturma

tamponu ile doldurulur.
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2.2. Metot

2.2.1. Besi ortami belirlenmesi

Izolatlarin gelistikleri en iyi besi ortamii belirlemek icin NB, TSB ve LB besi
ortamlar1 kullanilmistir.Her ti¢ besi ortamina da %2’lik bakteri ekimi yapilmis ve 37
°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre yogunluklarini belirlemek
i¢in spektrofotometrede 600 nm’de &lgiim yapilmustir. Olgiim sonunda en yiiksek
OD’ye sahip olan besiyeri bundan sonraki krom indirgeme deneylerinde

kullantlmistir.

2.2.2. Bakteri tiplendirmesi

Sekans analizi REFGEN (Ankara)’e yaptirilmistir. Analize gonderilecek izolatlar, 37
°C’de 24 saat TSB besi ortaminda gelistirilmis ve sonrasinda petri ekimleri yapilarak
tir diizeyinde tiplendirilmelerinin yapilmas: icin 16S rRNA sekans analizine

gonderilmistir.

2.2.3. Bakterilerin hekzavalent krom direncliliginin belirlenmesi

Bakterilerin krom direncliligi, Minimum Inhibisyon Konsantrasyonuna (MIK) gore
belirlenmistir. Krom konsantrasyonu 10-500 ppm aralifinda tutularak toplam hacim
5 ml olacak sekilde broth dilusyon yontemi kullanilmistir. MIK deneyleri ii¢ tekrarli
yapilmustir.

2.2.4. Bakterilerin krom indirgemesi

Kesikli krom (VI) indirgeme ¢alismalarinda, Pseudomonas mendocina PASS3 —P18
ve Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suslart TSB besiyerinde 37 °C’de
gelistirilmislerdir. Bakteriler, steril Cr(VI) stok c¢ozeltisinden 100 mg/L olacak
sekilde krom iceren besiyerlerinde gelistirilerek bakterilerin krom indirgeme
ozellikleri belirlenmistir. Sabit pH’da (7+0,2) yapilan deneylerde indirgenme
reaksiyonu ile birlikte pH’da meydana gelen degisimleri sabitlemek igin NaHCOj3
tamponu (0,11 mM) kullanilmistir.

2.2.5. Analitik metot

Krom indirgeme caligsmasi i¢in gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden, belli araliklarla (6
ve/veya 12 saat) steril pipet yardimi ile alinan 6rnekleri 6000 x g’de 20 dakika
santrifuj edilmistir. Elde edilen 6rneklerin Cr(VI) icerikleri UV spektrofotometrede
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(UV Lange DR5000) 540 nm’de difenilkarbazid kullanilarak kolorimetrik olarak
belirlenmis ve 6rnekteki Cr(VI) miktari ise standart Cr(VI) degeri ile karsilastirilarak
tespit edilmistir (APHA, 1995). Standart egrinin ¢ikarilmasi i¢in 1x107° ile 3x107
arasindaki konsantrasyonlarda diliisyon tlipleri hazirlanmistir. R degeri 0.99’un

altindaki degerler kabul edilmemistir.

2.2.6. pH’nin etkisi

Krom indirgemesine pH’nin etkisini belirlemek i¢in, 6 N HCI ve NaOH ile pH 6.0,
7.0, 7.5, 8.5, 9.0, 9.5’a ayarlanmis olan TSB besi ortamlarina pH 6.0 ve 7.0 i¢in
NaHCOs;, pH 7.5, 8, 8.5, 9.0 ve 9.5 icin NH3-NH;Cl tamponlar1 ilave edilerek

hazirlanmustir.

2.2.7. Metal ve agir metallerin etkisi

Farkli metal ve agir metallerin indirgemeye olan etkisini belirlemek i¢in Mn*?, Ccu*?,
Fe*?, Ba™, Al Ni*%, Co" 2zn* Cd" Pb**nmn saf suda c¢oziinebilen
konsatrasyonlar1 dikkate alimmistir. Son hacim 100 ml olacak sekilde ilgili besi
ortamlarina Cr(VI) ile birlikte ilave edilmislerdir. Tampon ile pH ayarlamasi
yapilarak 37 °C’de  inkiibe edilen kiiltiirdeki krom miktari, belli inkiibasyon
araliklarinda alinan Orneklerden difenilkarbazid-siilfiirik asit — metoduna gore

spektrofotometrede 540 nm’de 6l¢iim yapilarak hesaplanmistir.

2.2.8. Baslangi¢ krom konsantrasyonunun indirgemeye etkisi

Farkli krom konsantrasyonunun indirgemeye olan etkisini belirlemek amaciyla
besiyerine baslangic krom konsantrasyonlar stok Cr(VI) soliisyonundan
Pseudomonas mendocina PASS3 —P18 bakterisi i¢in 30 ve 50 ppm, Pseudomonas
mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi i¢in 15 ve 25 ppm olacak sekilde ilave

edilmistir.

2.2.9. Biyosorpsiyon

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 ve Pseudomonas mendocina PASS3 —
P18 bakterileri 1000 mI’lik TSB besi ortaminda 24 saatlik inkiibasyondan sonra,
6000 rpm +4 °C°de 20 dakika sanriifiij edilmistir. Elde edilen pelet, Pastor firminda
antiseptik kosullarda 12-16 saat 120 °C’de kurutulmustur. Biyokiitle miktari
Olciilerek 1gr/L olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki (P18 bakterisi icin 30 ve
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50, P22 bakterisi i¢in 15 ve 25 ppm) 100 ml’lik Cr(VI) ¢ozeltilerine ilave edilmistir.
Ornekler 37 °C’de inkiibasyona birakilarak, belirli araliklarla difenilkarbazid

metoduna gore krom konsantrasyonu belirlenmistir.

2.2.10. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

2.2.10.1. Kromat rediiktaz enziminin indiiklenmesi

Krom varliginda, krom rediiktazin indiiklenip indiiklenmedigini belirlemek igin
bakteriler farkli krom konsantrasyonlarinda (P18 bakterisi i¢in 30, 50, 80, 110 ppm
ve P22 bakterisi i¢in 10, 15, 20, 25 ppm) ve kontrol grubu olarak krom igermeyen
besiortaminda gelistirilmistir. Hiicrelerin periplazmik franksiyonlarinin protein
profillerini karsilastirmak i¢in, konsantre periplazmik franksiyonlar 100 pl 6rnek
diliisyon tamponunda siispanse edilmistir (0,0625 M Tris, pH=6.8; %2 SDS, %10
Gliserol, %5 B-merkaptaetanol ve %0,001’lik bromo fenol blue). Kaynatilan 6rnekler
Laemmli (1970)’nin metoduna gore SDS-PAGE(Biolab 20X20,5)’de yiiriitiilmiistiir.

Bakterilerden periplazmik fraksiyon elde etmek i¢in osmotik sok metodu
kullanilmigtir (Poole ve Hancock, 1984; Ganguli ve Tripathi, 2001). Bunun i¢in bir
gecelik kiiltiirler 10000g’de (7000 rpm) 4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek
toplanmistir. Pellet 8 ml 0,05 M Tris HCI (pH=7,3), 0,2 M MgCl; ile siispanse edilip
10 dk 30°C’de inkiibe edilmistir. Soguk su banyosunda sogutulan 6rnekler tekrar 10
dk 30 C’de 1sitilmistir. Buz banyosunda sogutulan ve periplazmik proteinleri igeren
slipernetant, filtreli santrifiyj tiipii ile (Amnicon MW 10 000 Da) konsantre edilmistir.
Ortamdaki MgCI,’i uzaklastirmak ig¢in 0,05 M HCI pH: 7.3’e karsi diyaliz

uygulanmstir.

2.2.10.2. Poliakrilamid jel elektroforezinin yapilisi

Elektroforez islemi Laemmli (1970)’ye gore yapilmustir.

2.2.10.3. Protein elektoroforezin yapiligi ve jellerin boyanmasi

Proteinler Yigma Jel ve Ayirma Jelde 200 V’ta ortalama 5 saat kosturulur.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller, Coomassie Brillant Blue R-250
icinde 24 saat bekletilerek boyanir. Daha sonra boya giderici solusyonda birakilarak
jellerin zemininde bulunan boyanin uzaklastirilmasi saglanir. Jeller, %7°lik Asetik

asit i¢erisinde saklanir.
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2.2.10.4. Proteinlerin molekiiler agirliklarinin hesaplanigi

Ayirma jelde proteinin kostugu mesafenin izleme boyasinin bulundugu mesafeye
orani bize Rf degerini verir. Molekiil agirliklarini bildigimiz standart proteinlerin her
birinin Rf degeri bulunur. Yar1 logaritmik kagitta Rf degeri apsise, proteinlerin
molekiil agirliklar1 da ordinata konarak bir dogru ¢izilir. Daha sonra molekiil agirlig

hesaplanacak proteinin molekiil agirlig1 da hesaplanir.

2.2.10.5. Scanning elektron mikroskop ile goriintiileme

P.mendocina PASS3-P18 bakterisinin kromlu ve kromsuz ortamda SEM resimleri
Akdeniz Universitesi TEMGA birimine ¢ektirilmistir. SEM i¢in 110ppm Cr(VI)
iceren ve igermeyen 50ml’lik TSB besi ortamlar1 hazirlanmis ve bu besi ortamina
%2’lik ekim yapilarak 37°C, 125rpm’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
kiiltiirler polilizin kapli lamlara yayilarak SEM takibi i¢in asagidaki prosediir sirayla

uygulanmstir.

. %2,5 luk Gluteraldehit (2 saat, +4°C)

o 0,1 M lik Sorenson fosfat tamponu (10 dakikaX3, oda 1s1s1 rotator)
° % 0,1 Osmiyum Tetroxide (2 saat, oda 1s1s1 rotator)
o 0,1 M lik Sorenson fosfat tamponu (10 dakikaX3, oda 1s1s1 rotator)

. % 30 Etanol (10 dakikaX3, +4°C)

. % 50 Etanol (10 dakikaX3, +4°C)

. % 70 Etanol (10 dakikaX3, +4°C)

. % 80 Etanol (10 dakikaX3, +4°C)

. % 90 Etanol (10 dakikaX3, +4°C)

. % 100 Etanol (10 dakikaX3, +4°C)

o % 100 Etanol: Amil Asetat (3:1) ( 30 dakika, +4 °C)
. % 100 Etanol: Amil Asetat (1:1) ( 30 dakika, +4 °C)
. % 100 Etanol: Amil Asetat (1:3) ( 30 dakika, +4 °C)

. Saf Amil asetat (+4 °C)
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3. BULGULAR

3.1. Besi Ortami Belirlenmesi

Izolatlarin en iyi gelistikleri besi ortami Triptic soy broth (TSB) olarak belirlenmistir.
Belirlenen bu besi ortamina farkli konsantrasyonlarda agir metal ve metaller (Cu+2,
Mn*2, Zn*?, Fe*? 52ppm, Ba*™?, Al*?, Ni*?, Pb*? 100ppm, Co*?ve Cd*? 20ppm) ilave

edilmistir.

3.2. Bakterilerin Tiplendirilmesi

Izolatlarin 16S rRNA sekans analizi sonuglarinin degerlendirilmesi sonucunda
toplam 13 izolat i¢inde 6 farkli tiir oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin 3’
Enterobacter cancerogenus, 3’ti Pseudomonas mendocina, 1’i Exiuguobacterium
aurantiacum, 2’si Pseudomonas stutzeri, 2’si Enterobacter cloacae ve 1 tanesinin de
Streptomyces thermocarboxydus oldugu goriilmiistiir. Teshisi yapilan bakteriler
icinde gram pozitif bir bakteri olan Streptomyces thermocarboxydus olmas: dikkati
¢ekmistir. Teshis sonrasi kontrol amaciyla yapilan gram boyama sonunda bakterinin
gram negatif oldugu teyit edilmistir. Bu bakteri ile ilgili REFGEN’den kaynakli bir
hata oldugu belirlenmistir. Bu nedenle bu bakteri stoklardan ¢ikarilmistir. 16S rRNA
sekans analizi ile tiplendirilen suglarin tiir adi1 ve izolasyon kaynaklar1 Tablo 4’de,
16S rRNA sekans analizi ile ilgili filogenetik aga¢ Sekil 6°da verilmistir.

10— ® P14
99 e P15

Enterobacter cancerogenus strain LCR73

Enterobacter cancerogenus strain H3
@ P8
Enterobacter cancerogenus strain H4
@ P22
Pseudomonas mendocina strain DS0601-FX
& P27
Pseudomonas mendocina strain 8-40B28
so— @® P18

Pseudomonas mendocina strain PASS3

Exiguobacterium aurantiacum strain GL11

93ﬁ‘P1

100 u Exiguobacterium aurantiacum strain DSM 6

88! Exiguobacterium aurantiacum strain GRM80

0.1
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p44
96
Pseudomonas stutzeri
100 p46

p39

96 ! Pseudomonas mendocina
p52

Enterobacter cloacae
98 'p37
— p43

100 1 Streptomyces thermocarboxydus

100

0.01

Sekil 6: izolatlarin 16S rRNA analizine gore filogenetik agaci

3.3. Kromun Hiicre Geligimine Toksik Etkisi

Krom organizmalar i¢in essensiyal bir element (Bailar, 1997) olmasinin yaninda
kanserojenik (Venitt ve Levy, 1974), mutajenik (Nishioka, 1975) ve yiiksek toksik
(Sharma ve ark., 1995 Petrilli ve Flora, 1977) o6zelliklerinden dolayir ortamda

miktarinin artmasiyla organizmalar lizerinde olumsuz etkilere sebep olur.

P22 Bakterisinde kromun hiicre gelisimine etkisi

i —e—TSB
—=— 15 ppm
A/k——‘/' 25 ppm

N W~ OO

Hiicre yogunlugu(600nm

12. 24, 36. 48. 60. 72. 84. 96. 108.
saat  saat saat saat saat saat saat saat  saat

Zaman(saat)

Sekil 7: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde kromun hiicre
gelisimine etkisi

Sekil 7°de her iki konsantrasyoun hiicre yogunlugu kontrol grubu ile kiyaslandiginda

kromun hiicre gelisimi iizerinde olumsuz bir etkisi oldugu acgikca goriilmektedir.

Ortamdaki Cr(VI) miktar1 sifirlandiginda yani 15 ppm i¢in 72. saat ve 25 ppm icin

96. saat sonrasinda ise hiicre gelisiminin arttigin1 gérebiliyoruz.
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P18 Bakterisinde kromun hiicre gelisimi lizerine etkisi

3 —e— 30 ppm
7 —=—TSB
A

1 /

O T T T T T
12. saat 24. saat 36. saat 48. saat 60. saat 72. saat

Hiicre yogunlugu(600nn

Zaman (saat)

Sekil 8: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinde kromun hiicre gelisimine
etkisi

Sekil 8’de gorildiigii gibi 30 ve 50 ppm krom konsatrasyonlarindaki hiicre

yogunlugu kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha az oldugu acikca goriilmektedir.

3.4. Bakterilerin Hekzavalent Krom Direnglilik Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Bakterilerin krom direngliligi, minimum inhibisyon konsantrasyonuna gore
belirlenmistir. Krom konsantrasyonu 10-500 ppm araliginda tutularak toplam hacim
5 ml olacak sekilde broth dilusyon yontemi kullanildi. Gézle goriiliir bir gelismenin
olmadig1 minimum konsatrasyon MIK olarak degerlendirilmistir. Ayrica sonuglar
petri ekimi yapilarak da dogrulanmistir. Sonuglar Tablo 6’da verilmistir. Krom
indirgeme deneyleri igin yapilan 6n denemelerimiz sonunda krom ve agir metallerin
hiicre {izerine olan toksik etkisi nedeniyle 110 ppm ve 25 ppm MIK degerine sahip
olan P. mendocina PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-P22 suslar1 se¢ilmistir.
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Tablo 5: Bakterilerin hekzavalent krom direnclilikleri

Sus Ad1 ve Kodu Cr(Vl)
Konsatrasyonu (ppm)

Exiguobacterium 30
aurantiacum DSM6
(P1)

Pseudomonas 60
cancerogenus H4
(P8)

Pseudomonas 60
cancerogenus
LCR73 (P14)

Pseudomonas 50
cancerogenus
LCR73 (P15)

Pseudomonas 110
mendocina PASS3
(P18)

Pseudomonas 25
mendocina DS0601-
FX (P22)

Pseudomonas 20
mendocina 8-40B28
(P27)

Enterobacter 450
cloacae (P37)

Pseudomonas 90
mendocina (P39)

Streptomyces 110
thermocarboxydus
(P43)
Pseudomonas 30

stutzeri (P44)

Pseudomonas 30
stutzeri (P46)

Enterobacter 60
cloacae (P52)
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3.5. Krom indirgeme Deneyleri

3.5.1. Krom indirgemeye pH’in etkisi

Krom indirgemeye pH’nin etkisinin belirlenmesi amaciyla pH’s1 6, 7, 7.5, 8.5, 9 ve
9.5’a ayarlanan TSB besiyerlerine 6nceden aktiflestirilen Pseudomonas mendocina
PASS3-P18 susu %2 oraninda inokiile edilmistir. Besiyerlerinin pH’st NaHCOj3;
tamponu kullanilarak sabitlenmistir. Calisma sonunda elde edilen sonuglara gore,
Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisi 110 ppm Cr(VI)’u pH=7’de
inkiibasyonun 144. saatinde sifirlamistir. Diger pH araliklarinda bakterinin kromu
sifirlama zamaninin ortalama olarak 192. ve 240. saatler oldugu bulunmustur. Krom
indirgeme deneyleri i¢in en iyi pH’nin 7 oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki tiim

krom indirgeme deneyleri pH=7de yapilmustir. Sonuglar Sekil 9°da verilmistir.

P18 Bakterisinin pH degisimine bagh Cr(VI) indirgemesi

120
’g‘- 100 |_ - OpH6
2 go+ ] M M M - - BpH7
% OpH7
2 60 PH 7.5
S 40 OpH 8,5
g mpH9
° ] oL i e e e
o HHEIN | | n o [ |_|
L T r  r T T T T T T

0. 24, 48. 72. 96. 120. 144. 168. 192. 216. 240.
saat saat saat saat saat saat saat saat saat saat saat

Zaman(saat)

Sekil 9: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin pH degisimine
bagli Cr(VI) indirgemesi
Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 susunda farkli pH’larin krom
indirgemeye etkisini belirlemek i¢in pH’s1 6.0, 7.0, 7.5, 8.0 ve 9.0’ a ayarlanan TSB
besiyerlerine onceden aktiflestirilen P. mendocina DS0601-FX-P22 susu %2
oraninda inokiile edilmistir. Besiyerlerinin pH’s1 NaHCO3 tamponu kullanilarak arzu
edilen pH’ya sabitlenmistir. Calisma sonunda elde edilen sonuglara gore,
Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi 25 ppm Cr(VI)’'u pH=6’da
inkiibasyonun 36. saatinde sifirlamistir. Diger pH araliklarinda bakteri ortalama 48.

ve 60. saatlerde Cr(VI)’y1 sifirlamistir. Krom indirgeme deneyleri i¢in en iyi pH’nin
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6 oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki tiim krom indirgeme deneyleri pH=6’da

yapilmistir. Sonuglar Sekil 10°da verilmistir.

P22 Bakterisinin pH degisimine bagh Cr(VI) indirgemesi
30
—g 25 1
S OpH6
2 20
I BpH7
g 15 1 OpH 7,5
X
= 10 1 OpH8
e mpH9
O 5
0 T T T
0.saat 12.saat 24 saat 36.saat 48.saat 60.saat
Zaman(saat)

Sekil 10: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin pH
degisimine bagli Cr(VI) indirgemesi

3.5.2. Farkh agir metal ve metal varhginda krom indirgeme deneyleri

Farkli agir metal ve metallerin bulundugu TSB besi ortamlarinda Pseudomonas
mendocina PASS3-P18 bakterisi i¢in krom indirgeme deneyleri yapilarak 30 ppm’lik
kromlu ortamlardaki indirgeme sonuglar1 Tablo 7 ve 8’de verilmistir. Baz1 Agir
metal ve metal varliginda krom indirgeme siireleri azalirken, bazilarinda ise krom
indirgeme siirelerinde artis oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda krom
indirgeme zamani 48 saat olarak belirlenirken, bu siire Cu*? varliginda 24 saate, Fe*?
varliginda ise 36 saate diismiistiir (Sekil 12). Kontrol ile kiyaslandiginda, metallerden
Al*2 Pb*?, Ba™ Ni*%, Zn*%, Mn*?% Co' ve Cd*? gibi agir metal ve metaller krom
indirgemesini olumsuz yonde etkilemislerdir( Sekil 11 ve 12). Al*2 Pb*™ Ba™, Ni*?,
Zn*2, Mn*? varhiginda krom sifirlama zamani 72 saat olarak belirlenirken Cd*

varliginda 96 saat Co*? varliginda ise 60 saat olarak belirlenmistir.
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Tablo 6: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm krom
konsantrasyonunda, agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari(A)

Zaman (saat)

ZAMAN | KONTROL Pb*? Al*? Ba" Ni*? Cd*?
0.saat |28,72+0,67|28,99+0,13|28,86 +0,54|29,90+0,00|29,53+0,40|28,72 +0,67
12. saat | 25,62 + 0,00 | 26,56 + 0,95 | 24,81 £ 0,27 | 28,86 £ 0,27 | 28,05 £ 0,00 | 26,83 + 0,40
24.saat 13,47 +1,08|21,43+0,68 (19,27 £+0,68|23,72+0,82|25,08 +0,00|23,19+0,27
36.saat| 4,15+1,75 | 11,04 £+ 0,54 | 14,28 + 0,27 | 13,74 £ 0,54 17,92 £ 0,40 | 18,33 £ 0,54
48. saat - 537+081 | 7,26+0,81 | 510+0,54 | 9,15%+0,27 | 15,63 £ 0,00
60. saat 3,75+0,27 | 415+202 | 213+0,00 | 6,72+0,27 |13,33+0,41
72. saat - - - - 4,29 + 0,00
84. saat 2,80+0,13
96. saat -
30ppm Cr(VIl) konstrasyonunda indirgeme
35

T 301 —e— KONTROL

g 2 \\ —=—Pb

ﬁ 20 \,\\k Al

& 15 Ba

e LN NN n

5 5 \::L‘\ —e—Cd

0.saat 12. 24, 36 48 60. 72. 84 96
saat saat saat saat saat saat saat saat

Sekil 11: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (A)
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Tablo 7: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 30 ppm krom konsantrasyonunda,
agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari(B)

ZAMAN | KONTROL Co"? Zn*? Ccu*? Mn*? Fe*?
0.saat |28,72+0,67|29,94 +0,00|28,99 +0,95|29,94 + 0,00 | 29,94 + 0,00 | 29,94 + 0,00
12. saat | 25,62 +0,00 | 24,94 + 1,48 | 27,78 +1,08| 5,77 + 0,67 | 27,91+ 0,68 | 19,27 + 0,41
24.saat | 13,47 +1,08 19,14 + 3,24 | 21,43 + 0,95 - 17,65+0,95| 7,80+ 1,35
36.saat| 4,15+1,75 | 8,20+ 0,68 | 13,06 + 0,14 10,23 +0,27 -
48. saat - 3,47 +0,27 | 8,47 + 0,67 7,53 +0,27
60. saat - 5,90 £ 0,80 2,78+ 0,11
72. saat - -
30ppm Cr(VI) konstrasyonunda indirgeme
35
30
€ —e— KONTROL
g . Co
£ 20 I\ K Zn
§ 15 \‘\ Cu
S 5 —e—Fe
0.saat 12.saat 24.saat 36.saat 48.saat 60.saat 72. saat
Zaman(saat)

Sekil 12: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (B)

Farkli agir metal ve metallerin bulundugu TSB besi ortamlarinda Pseudomonas

mendocina PASS3-P18 bakterisi i¢in krom indirgeme deneyleri yapilarak 50 ppm’lik

kromlu ortamlardaki indirgeme sonuglar1 Tablo 9 ve 10’da verilmistir. Baz1 agir

metal ve metal varliginda krom indirgeme siireleri azalirken, bazilarinda ise krom

indirgeme siirelerinde artis oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda krom

indirgeme zamani 72 saat olarak belirlenirken, bu siire Cu*? varliginda 36 saate, Fe*?

varliginda ise 48 saate diismiistiir (Sekil 14). Kontrol ile kiyaslandiginda, metallerden

Al Pb* Ba™ Ni*?, Zn*?, Mn*?, Co**ve Cd* krom indirgemesini olumsuz yénde

etkilemislerdir. Ph*? varliginda krom sifirlanma zamani1 108 saat, Al*? varliginda 96
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saat iken, Mn*? ve Co*? varliginda 84 saat, Ba** ve Ni*? varliginda bu siire 120 saate
uzamistir (Sekil 13 ve 14). Zn*? ve Cd*®un varliginda ise bakteriyal krom
indirgemesi belli miktara kadar devam etmis, ilerleyen inkiibasyon siiresince kromun

sifirlanmadig1 ve sabitlendigi belirlenmistir

Tablo 8: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm krom
konsantrasyonunda, agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari(A)

ZAMAN | KONTROL Pb*? Al*? Ba"? Ni*? Cd*?
0.sa |4877+0,22| 49,9+0,00 |4877+0,22|4945+045| 49+0,90 |48,55+0,45
12.sa |44,95+4,05]42,25+0,00|44,72+0,23|44,72+1,13| 40+0,45 |41,35+0,90
24.sa |35,50+0,90|40,67 £0,22| 38,2+ 0,00 | 38,2 +£0,90 | 37,07 +0,67| 37,3+0,45
36.sa [22,67+1,13|35,27 +0,68|34,15+1,35|36,62+1,58| 29,2 +0,90 | 29,87 + 0,67
48.sa | 11,87 +0,68|25,82 + 0,68 | 25,15+ 0,00 | 25,82 + 2,48 | 25,82 + 0,22 | 29,20 + 0,45
60.sa | 2,65+0,45 |21,55+1,80|21,55+0,45|21,77 +2,03|19,75+0,90| 25,60 + 0,90
72.sa - 14,35+ 0,45 | 12,55+ 0,90 | 14,57 + 2,48 12,55 + 0,45 | 25,60 + 0,90
84. sa 8,05+0,45 | 467 +1,13 | 10,07 £2,48| 11,42+ 0,22 | 22,45+ 0,00
96. sa 3,55 + 0,45 - 6,7+270 | 6,7+180 |17,27+1,13

108. sa - 3,1+1,80 | 1,75+0,00 | 16,37 £0,23

120. sa - - 13,22 +2,02

132. sa 9,85+ 1,35

144, sa 9,80 £ 1,35

156. sa 9,85+ 1,35

50ppm Cr(VI) konstrasyonunda indirgeme
60
T —e— KONTROL
g = Pb
5 L A
c
£ 5 NN 3:"
> i \0\.\.\ ——
% 10 \&‘ —— | =cd
0 T T T T T m T 7 7
éz’é\ é"’& e’b& e’b& a’bq} %,bé‘ @'z’é\
o o @ A © o o
Zaman(saat)

Sekil 13: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (A)
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Tablo 9: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm krom

konsantrasyonunda, agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari(B)

ZAMAN | KONTROL Co* Zn* cu*? Mn*? Fe*
0.sa |48,77+0,22|47,65+0,45|49,45+0,45| 49,9 +0,00 | 46,07 + 1,58 | 48,10 £ 0,90
12.sa |44,95+4,05|40,90 + 2,25 | 38,20 + 0,45 | 30,32 + 1,12 | 33,92 + 0,67 | 31,90 £ 0,90
24.sa 35,50+ 0,90 | 34,06 +0,45|35,95+0,00| 6,02+202 |33,92+0,67|26,27 +0,67
36.sa |22,67+1,13]28,30+1,35| 32,57+0,22 - 23,80+ 0,90 10,52 + 0,67
48.sa | 11,87 +0,68| 18,40 + 0,90 | 25,37 £+ 2,02 10,52 £ 0,23 -
60.sa | 2,65+0,45 | 11,65 +0,00|20,87 +1,58 10,52 £ 0,23
72.sa - 1,60 £ 0,60 | 15,25 £ 0,00 1,70 £ 0,00
84. sa - 14,80 + 0,45 -

96. sa 8,27 £ 1,57

108. sa 6,25 + 0,45

120. sa 4,22 +0,22

132. sa 3,32+0,22

144. sa 3,32 £0,22

156. sa 3,32+£0,22

50ppm Cr(VI) konstrasyonunda indirgeme
60

E —e— KONTROL

g —a—Co

§ Zn

S Cu

g x— Mn

o —o—Fe

X X X X
2 2 & &
® e SO
Zaman(saat)

Sekil 14: Pseudomonas mendocina PASS3-P18bakterisinin 50 ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (B)
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Farkli agir metal ve metallerin bulundugu TSB besi ortamlarinda Pseudomonas
mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi i¢in krom indirgeme deneyleri yapilarak 25
ppm’lik kromlu ortamlardaki indirgeme sonuglar1 Tablo 11 ve 12’de verilmistir. Bazi
agir metal ve metal varliginda krom indirgeme siireleri azalirken, bazilarinda ise
krom indirgeme siirelerinde artig oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda krom
indirgeme zamani 96 saat olarak belirlenirken, bu siire Cu*? ve Fe*? varliginda 36
saate, C0+2’Varhgmda ise 48 saate, Al*? varliginda 84 saate ve Mn*? varliginda 60
saate diigmiistiir (Sekil 15). Kontrol ile kiyaslandiginda, metallerden, Pb*? Ba®?,
Ni*?, Zn** ve Cd*? gibi agir metal ve metaller krom indirgemesini olumsuz yonde
etkilemislerdir (Sekil 16). Pb*?, Zn*?ve Cd*? varliginda krom sifirlanma zamam 120
saate uzamustir. Ba™ ve Ni*?in varliginda ise bakteriyal krom indirgemesi belli
miktara kadar devam etmis, ilerleyen inkiibasyon siiresince kromun sifirlanmadigi ve

sabitlendigi belirlenmistir

Tablo10: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm krom
konsantrasyonunda, agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari (A)

ZAMAN | KONTROL Co*? Al*? Mn*? Fe'? cu®?
O.saat | 24,50+0,00 | 23,93+0,52 | 24,05+0,20 | 23,37 +0,20 | 23,15+ 0,20 | 24,05 + 0,20

12.saat | 13,92+225 | 9,19+0,67 | 16,28+0,12 | 1459+1,12 | 11,33+0,34 | 3,80+ 0,45

24.saat | 9,98+213 | 560+0,00 | 13,24+0,22 | 8,52 +0,00 | 3,23+011 | 0,76+0,11

36.saat | 9,08+168 | 2,90+045 | 987+022 | 526+0,34 - -

48.saat | 6,83+ 1,68 - 7,40 £+0,00 | 3,35+0,90

60. saat | 4,13 + 1,68 5,37 +0,23 -

72.saat | 2,30+ 1,50 3,12+ 0,00

84. saat 1,86 + 1,26 -

96. saat -
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25ppm Cr(VI) konsantrasyonunda indirgeme
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Sekil 15: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (A)

Tablo 11: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm krom
konsantrasyonunda, agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari(B)

ZAMAN | KONTROL cd*? Pb*? Ba" Zn* Ni*?

O.saat |24,50 +0,00 | 24,27 + 0,22 | 24,72 + 0,22 | 24,50 + 0,00 | 24,95 + 0,00 | 24,05 * 0,00
12. saat [ 13,92 +2,25[18,31+0,11 17,07+ 0,45 (20,44 + 0,22 18,08 +0,11| 18,76 + 0,34
24.saat | 998 +213 [ 14,26 +0,11|12,79+1,58| 15,16+ 0,11 | 14,26 + 0,11 [ 15,72 + 0,23
36.saat | 9,08 +1,68 | 12,57 +0,23 | 11,56 +0,11| 13,81+ 0,56 | 12,80 + 0,90 | 13,36 + 0,11
48.saat | 6,83+1,68 | 8,41+0,34 | 7,28 +0,34 | 10,21 +0,11 | 8,86 + 0,34 | 10,77 + 0,90
60. saat | 4,13+1,68 | 6,83+0,34 | 6,50+ 0,00 | 7,17+0,22 | 8,52+ 0,67 | 8,97 +0,00
72.saat | 230+1,50 | 6,27 +0,23 | 571+0,11 | 6,72+0,22 | 7,40+0,00 | 83 +0,00
84.saat | 1,86+1,26 | 458+0,79 | 3,91+0,11 | 548+0,33 | 526+0,11 | 6,94+0,23
96. saat - 3,12+0,23 | 3,20+0,30 | 3,91+1,24 | 470+0,45 | 547 +0,57
108. saat 278+0,12 | 166+0,34 | 256+0,11 | 2,67 +0,00 | 4,13+0,57
120. saat - - 2,56 +0,11 - 4,13+0,57
132. saat 2,56 +0,11 4,13+0,57
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25ppm Cr(VI) konsantrasyonunda indirgeme
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Sekil 16: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (B)

Farkli agirmetal ve metallerin bulundugu TSB besi ortamlarinda Pseudomonas
mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi i¢in krom indirgeme deneyleri yapilarak 15
ppm’lik kromlu ortamlardaki indirgeme sonuglar1 Tablo 13 ve 14’ de verilmistir.
Bazi Agir metal ve metal varliginda krom indirgeme siireleri azalirken, bazilarinda
herhangi bir degisme olmadigi, bazilarinda ise krom indirgeme siirelerinde artis
oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda krom indirgeme zamani1 72 saat olarak
belirlenirken, bu siire Cu*? varliginda 12 saate, Fe*? ve Co™ varliginda 24 saate,
Mn*2 varliginda ise 48 saate diigmistiir (Sekil 17). Kontrol ile kiyaslandiginda,

+2,

metallerden Al"“’nin bakteriyal krom indirgeme zamaninda herhangi bir etkilerinin
olmadigi gdzlenmistir. Pb*?Ba*?, Ni*2, zZn™ ve Cd** gibi agir metaller krom
indirgemesini olumsuz yonde etkilemislerdir. Pb*? ve Cd* varliginda krom
sifirlanma zamani 96 saat iken, Ba™ , Ni*? ve Zn*? varhginda bu siire 108 saate

uzamistir (Sekil 18).
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Tablo 12: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom
konsantrasyonunda, agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari(A)

ZAMAN | KONTROL Co*? Al*? Mn*? Fe*? cu*?

O.saat | 14,70+ 0,00 | 14,83 + 0,13 | 14,70 £ 0,00 | 14,29 0,14 | 14,03 + 0,00 | 14,16 + 0,00

12. saat | 10,44+0,48 | 160+0,41 | 9,43+0,13 | 7,20+ 0,20 | 2,48 +0,61 -

24.saat | 8,28+0,34 - 6,12+0,21 | 3,02+0,34 -
36.saat | 5,25+0,27 5,04 £0,20 | 2,01 £0,00

48.saat | 1,67 +0,88 2,34 £ 0,75 -

60. saat | 0,62 0,57 1,20 £ 0,00

72. saat - -

15ppm Cr(VIl) konstrasyonunda indirgeme
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Sekil 17: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (A)
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Tablo 13: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom
konsantrasyonunda, agirmetal ve metal varliginda Cr(VI) indirgeme sonuglari(B)

ZAMAN | KONTROL Cd*? Pb*? Ba"? Zn*? Ni 2

O.saat |14,70+0,00|14,83+0,13 | 14,97 + 0,00 | 14,70 + 0,00 | 14,50 + 0,00 | 14,43 + 0,00
12. saat | 10,44 +0,48 | 9,63 +0,60 | 9,97 +0,40 | 12,07 +0,34 | 10,04 + 0,48 | 10,31 + 0,20
24.saat | 8,28+0,34 | 7,14+0,00 | 7,54+0,00 | 896047 | 7,54+041 | 7,67+0,14
36.saat | 525+0,27 | 585+0,33 | 531+0,21 | 8,08+0,13 | 6,19+0,13 | 6,19+ 0,00
48.saat | 1,67+0,88 | 3,63+0,27 | 3,09+0,00 | 524 +0,13 | 3,29+0,34 | 470+0,13
60.saat | 0,62+0,57 | 2,75+0,20 | 2,14 +0,00 | 3,62+0,40 | 2,95+ 0,00 | 3,69 + 0,21
72. saat - 2,48+0,47 | 1,80+0,00 | 3,62+0,40 | 2,95+0,00 | 3,08+0,40
84. saat 1,33+0,13 | 0,59+0,23 | 2,01+0,27 | 2,07+0,20 | 1,87 +0,00
96. saat - - 0,90 +0,00 | 1,33+ 0,00 | 1,06 + 0,00
108. saat - - -

15ppm Cr(VI) konstrasyonunda indirgeme
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Sekil 18: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom
konsantrasyonunda agirmetal ve metal varliginda Cr(V1) indirgemesi (B)
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Tablo 14: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farkli agirmetal ve metal varliginda hiicre
yogunluklari (ODggp)

KTRL | KNTR
ZAMAN |Cd"+Cr(Vl)| Cd** |Pb**+Cr(vl)| Pb** |Ba™+Cr(vl)| Ba |zn**+Cr(Vl)| zn"™ |Ni**+Cr(vl)| Ni*"? Cr(VI) TSB
12. saat 0,12 1,01 0,10 1,62 0,10 1,10 0,13 1,38 0,14 1,21 0,26 2,13
24. saat 0,23 2,29 0,10 3,31 0,10 2,26 0,29 2,92 0,14 1,70 0,26 3,00
36. saat 0,23 2,52 0,15 3,70 0,11 2,92 0,34 3,05 0,18 1,72 0,60 3,59
48. saat 0,23 2,72 1,00 3,82 0,97 3,01 1,32 3,10 1,04 2,17 2,01 4,00
60. saat 0,34 2,85 1,41 4,06 1,18 3,20 1,45 3,10 1,29 2,25 2,65 4,00
72. saat 0,50 2,85 2,07 3,52 1,55 3,79 1,73 3,10 1,85 2,45 2,67 4,20
84. saat 0,50 2,85 2,36 3,47 1,70 3,97 2,06 3,37 2,13 2,50

96. saat 0,68 2,85 2,42 3,15 1,70 3,65 2,92 3,57 2,38 2,50

108.saat 0,92 2,85 2,79 3,10 1,97 3,50 2,92 3,57 2,38 2,50

120.saat 1,86 2,85 2,95 3,35 2,00 3,70 3,02 3,57 2,42 2,74

132.saat 2,40 2,99 3,24 3,59 2,65 2,83

144.saat 2,40 3,00 3,24 3,66 2,65 2,83
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Tablo 14’in devami

KTRL | KNTR
ZAMAN |Co*+Cr(Vl)| Co* |AI"+Cr(V)| AI”” [Mn™+Cr(V)| Mn™ |Fe'*+Cr(vl)| Fe” |cu™Cr(vl)| cu*? Cr(Vl) TSB
12. saat 0,15 1,10 0,08 1,52 0,20 1,48 0,22 1,45 0,36 3,09 |0,26 2,13
24. saat 0,22 1,96 0,10 2,88 0,26 3,14 0,48 3,43 1,22 4,00 0,26 3,00
36. saat 0,34 1,96 0,11 3,50 1,00 3,52 1,94 3,90 1,26 4,13 0,60 3,59
48. saat 1,64 2,51 1,01 3,50 1,69 3,99 2,65 3,35 2,60 4,18 |[2,01 4,00
60. saat 2,08 2,70 1,24 4,13 2,45 4,64 3,09 3,51 3,29 422 |2,65 4,00
72. saat 2,69 2,88 2,44 3,36 3,16 4,83 3,34 3,07 3,58 425 2,67 4,20
84. saat 2,69 3,07 2,44 2,91 3,16 4,83 2,83
96. saat 3,14 3,19 2,63 3,28 2,52
108.saat 3,14 3,20 2,82 2,55
120.saat 3,14 3,30 3,02 2,70
132.saat 3,16 3,43
144.saat 3,66 3,47
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Tablo 15: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farkli agirmetal ve metal varliginda hiicre
yogunluklari (ODggo)

KTRL | KNTR
ZAMAN |Cd**+Cr(Vl)| Cd** |[Pb™+Cr(vl)| Pb™ |Ba™+Cr(Vl)| Ba™ |zZn™+Cr(Vl)| zn™ |Ni’+Cr(vl)| Ni* Cr(VI) TSB
12. saat 0,12 1,01 0,21 1,62 0,15 1,10 0,19 1,38 0,14 1,21 0,26 2,13
24.saat 0,12 2,29 0,91 3,31 0,15 2,26 0,54 2,92 0,14 1,70 0,85 3,00
36. saat 0,12 2,52 1,62 3,70 1,03 2,92 1,22 3,05 0,24 1,72 1,52 3,59
48. saat 0,19 2,72 1,95 3,82 1,82 3,01 1,56 3,10 1,32 2,17 2,12 4,00
60. saat 0,54 2,85 2,10 4,06 1,96 3,20 1,95 3,10 1,47 2,25 2,25 4,00
72. saat 1,35 2,85 2,35 3,52 2,25 3,79 2,35 3,10 1,72 2,45 2,38 4,20
84. saat 2,05 2,85 2,60 3,47 2,55 3,97 2,65 3,37 1,95 2,50
96. saat 2,47 2,85 2,97 3,15 2,70 3,65 3,40 3,57 2,52 2,50

KTRL | KNTR
ZAMAN |Co**+Cr(Vl)| Co** |AI"+Cr(vl)| AI”” [Mn™+Cr(V)| Mn" |Fe'*+Cr(vl)| Fe” |cu**Cr(vl)| cu*? Cr(VI) TSB
12. saat 0,13 1,10 0,33 1,52 0,12 1,48 0,17 1,45 0,84 3,09 0,26 2,13
24.saat 0,65 1,96 0,33 2,88 1,10 3,14 1,37 343 1,50 4,00 0,85 3,00
36. saat 1,65 1,96 1,09 3,50 2,11 3,52 1,90 3,90 1,95 4,13 1,52 3,59
48. saat 1,95 2,51 1,81 3,50 2,46 3,99 2,30 3,35 2,50 4,18 2,12 4,00
60. saat 2,12 2,70 2,00 4,13 2,62 4,64 3,00 3,51 2,80 4,22 2,25 4,00
72. saat 2,50 2,88 2,00 3,36 2,99 4,83 3,50 3,07 3,22 4,25 2,38 4,20
84. saat 3,07 2,91 4,83 2,83
96. saat 3,19 3,28 2,52
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Tablo 16: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm Cr(V1) konsantrasyonunda farkl: agirmetal ve metal varliginda hiicre
yogunluklari (ODggp)

KTRL | KNTR
ZAMAN |Cd™+Cr(Vl)| Cd** |[Pb™+Cr(vl)| Pb™ |Ba'™+Cr(vl)| Ba” |zn™+Cr(vl)| zn*™ |Ni?+Cr(Vl)| Ni" Cr(VI) TSB
12. saat 0,08 1,40 0,10 1,07 0,08 1,22 0,07 1,35 0,09 1,15 0,07 1,42
24. saat 0,08 1,47 0,10 1,45 0,08 1,47 0,07 1,48 0,09 1,25 0,08 2,05
36. saat 0,15 1,90 0,18 2,01 0,16 2,04 0,09 2,20 0,11 1,75 0,10 2,32
48. saat 0,15 1,92 0,18 2,01 0,16 2,04 0,09 2,27 0,11 2,00 0,21 2,40
60. saat 0,15 2,80 0,18 2,50 0,16 2,04 0,09 3,05 0,11 2,30 1,33 2,87
72. saat 0,15 2,80 0,18 2,40 0,16 2,04 0,12 3,05 0,19 2,50 3,22 3,07
84. saat 0,15 2,72 0,18 2,41 0,16 2,45 0,12 3,20 0,20 2,50 3,50 3,25
96. saat 0,25 2,72 0,18 2,41 0,27 2,45 0,24 3,39 0,25 2,55 4,57 3,25
108.saat 0,25 2,85 0,18 2,50 0,30 2,60 0,24 3,18 0,25 2,80 4,95 3,25

KTRL | KNTR
ZAMAN |Co**+Cr(Vl)| Co* |AI"+Cr(vVl)| AI”” [Mn™+Cr(V)| Mn" |Fe'*+Cr(vl)| Fe” |cu**cCr(vl)| cu*? Cr(Vl) TSB
12. saat 0,08 1,17 0,06 0,92 0,09 1,25 0,10 1,20 0,13 1,20 0,07 1,42
24. saat 0,13 2,00 0,06 1,92 0,09 2,70 0,11 2,00 0,19 1,82 0,08 2,05
36. saat 1,05 2,00 0,10 1,92 0,09 2,77 1,17 2,00 1,37 1,95 0,10 2,32
48. saat 1,30 2,62 0,08 2,40 1,03 3,60 2,15 2,50 1,82 2,30 0,21 2,40
60. saat 1,52 2,80 0,08 2,40 1,75 3,63 2,52 2,50 1,85 2,30 1,33 2,87
72. saat 1,64 3,00 1,40 2,40 2,40 4,00 2,90 3,00 2,27 2,30 3,22 3,07
84. saat 1,75 3,20 1,92 2,85 2,86 4,22 3,12 3,20 2,27 2,70 3,50 3,25
96. saat 1,75 3,30 2,57 3,00 2,86 4,25 3,04 3,20 2,10 3,00 4,57 3,25
108.saat 2,05 3,37 2,57 3,05 3,51 4,27 3,25 3,20 2,25 3,25 4,95 3,25
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Tablo 17: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farkli agirmetal ve metal varliginda hiicre
yogunluklari (ODggo)

KNTR | KNTR
ZAMAN |Co*™+Cr(Vl)| Co** |AI"+Cr(V)| AI”” [Mn™+Cr(V)| Mn™ |Fe'*+Cr(vl)| Fe” |cu™cCr(vl)| cu*? Cr(Vl) TSB
12. saat 0,12 1,17 0,09 0,92 0,12 1,25 0,14 1,20 0,19 1,20 0,07 1,42
24. saat 0,15 2,00 0,10 1,92 0,13 2,70 0,16 1,90 0,71 1,82 0,07 2,05
36. saat 0,26 2,00 0,13 1,92 0,27 2,77 0,29 2,00 1,47 1,95 0,07 2,32
48. saat 2,25 2,62 0,16 2,40 0,48 3,60 2,50 2,50 2,20 2,00 0,09 2,40
60. saat 2,30 2,80 0,14 2,40 1,72 3,63 2,50 2,50 2,20 2,30 0,09 2,87
72. saat 3,00 3,00 1,00 2,40 2,00 4,00 3,00 3,00 2,60 2,30 0,10 3,07
84. saat 3,40 3,20 1,30 2,85 2,82 4,22 3,50 3,20 2,87 2,70 0,11 3,25
96. saat 3,50 3,30 2,00 3,00 3,00 4,25 3,70 3,20 2,90 3,00 0,46 3,25
108.saat 3,95 3,37 2,42 3,05 3,40 4,27 3,95 3,20 3,00 3,25 2,80 3,25

KNTR | KNTR
ZAMAN |Cd+Cr(vl)| cd*? |Pb*+Cr(vl)| Pb™ |Ba'*Cr(vl)| Ba' |zn"+Cr(vVl)| zZn** |Ni’+Cr(vl)| Ni*? Cr(VI) TSB
12. saat 0,08 1,30 0,07 1,07 0,09 1,22 0,02 1,35 0,04 1,15 0,07 1,42
24. saat 0,08 1,47 0,13 1,45 0,10 1,47 0,07 1,48 0,10 1,25 0,07 2,05
36. saat 0,08 1,90 0,13 2,01 0,10 2,04 0,07 2,20 0,10 1,75 0,07 2,32
48. saat 0,08 1,92 0,13 2,01 0,10 2,04 0,08 2,27 0,10 2,00 0,09 2,40
60. saat 0,08 2,80 0,13 2,50 0,10 2,04 0,08 3,05 0,10 2,30 0,09 2,87
72. saat 0,08 2,80 0,13 2,50 0,10 2,04 0,09 3,05 0,10 2,50 0,10 3,07
84. saat 0,08 2,72 0,13 2,50 0,10 2,45 0,09 3,20 0,10 2,50 0,11 3,25
96. saat 0,11 2,60 0,13 2,50 0,11 2,45 0,13 3,39 0,11 2,50 0,46 3,25
108.saat 0,11 2,85 0,13 2,50 0,11 2,60 0,13 3,18 0,11 2,80 2,80 3,25
120.saat 0,11 3,00 0,13 2,50 0,11 2,70 0,13 3,20 0,11 3,00 3,00 3,25
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3.6. Biyosorbsiyon

Biyosorpsiyon deneyine gore 50 ppm krom konsantrasyonunda Pseudomonas
mendocina PASS3-P18 bakterisi ilk 12 saatte yaklasik olarak 3 ppm, 30 ppm krom
konsantrasyonunda ise yalmizca 1 ppm Cr(VI)’u biyosorplamistir. Caligmanin
ilerleyen saatlerinde krom miktarinda herhangi bir azalma olmadigi ve

biyosorpsiyonun durdugu goézlenmistir. Elde edilen sonuglar asagida Sekil 19°da

verilmistir.
P18 Biyosorbsiyon
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Sekil 19: Pseudomonas mendocina PASS3 -P18 bakterisinin 30 ve 50 ppm
Cr(VI) konsantrasyonundaki biyosorbsiyonu

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi ise biyosorbsiyon deneyine gore
15 ve 25 ppm Cr(VI) konsantrasyonlarinda ilk 12 saatte 0,5 ppm kadar az bir
miktarda Cr(VI)’y1 biyosorblamistir. Calismanin ilerleyen saatlerinde krom
miktarinda herhangi bir azalma olmadig1 ve biyosorpsiyonun durdugu gézlenmistir.

Elde edilen sonuglar asagida sekil 20°de verilmistir.
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P22 Biyosorbsiyon
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Sekil 20: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ve 25
ppm Cr(VI) konsantrasyonundaki biyosorbsiyon

Bakteri ylizeyinde bulunan ekstraselliiler polimerik yapilar yani EPS molekiilleri ile
kromun etkilesim i¢inde oldugu bilinmektedir. Yapilan bu deney sonunda bakteri
hiicre ylizeyinde tutulan krom miktar1 oldukca az oldugu goriilmektedir. Bu da
bakterinin biyosorbsiyon yapmadiginin, aksine bakterinin kromu indirgediginin bir

kanitidir.
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3.7. Elektroforez

Sekil 21: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 susunun periplazmik
proteinlerinin SDS-PAGE profilleri. 1: Marker (SM-0661), 2: P22 (kromsuz), 3: P22,
10 ppm Cr(VI), 4: P22, 15 ppm Cr(VI),

P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin SDS profili sekil 21°de verilmistir.P.
mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde kromat rediiktaz olabilecek tek bir protein
bandi bulunmustur. Bu protein bandinin molekiiler agirligi yaklasik 31 kDa olarak
hesaplanmustir (Sekil 21, A).
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Sekil 22: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 susunun periplazmik proteinlerinin
SDS-PAGE profilleri, 1: Marker (SM-0661), 2: P18 (kromsuz), 3: P18, 30 ppm
Cr(VI), 4: P18, 50 ppm Cr(V1), 5: P18, 80 ppm Cr(VI), 6: P18, 110 ppm Cr(VI).

P. mendocina PASS3-P18  baktrisinin SDS profili sekil 22’de verilmistir.P.
mendocina PASS3-P18 de kromat rediiktaz enzimi olabilecegini diistindigiimiiz iki
ayr1 protein bandi gozlenmistir. Bu protein bantlarindan biri yaklagik olarak 29 kDa
(Sekil24, B) biiytikligiinde iken diger bandin molekiiler biiyiikliigii yaklasik olarak
52 kDa’dur(Sekil 24, C).
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3.8. Scanning Elektron Mikroskop ile Goriintiileme

EHT = 15.00 kv Zone Mag = 10.00 K X

Sekil 23: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 110 ppm kromlu
ortamdaki goriitiisii

EHT = 15.00 kV Zone Mag = 10.00 K X —

Sekil 24: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin kromsuz ortamdaki
goruntust

Her iki ortamdaki hiicreler dikkatle incelendiginde kromlu ortamdaki hiicrelerin daha
uzun ve genislemis oldugu sekillerinde bir dejenerenin oldugu acikca

gortilebilmektedir (sekil 23 ve 24).
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4. TARTISMA

Calismada Pamukkale Universitesi Mikrobiyoloji laboratuar: kiiltiir stoklarindan
temin edilen 13 adet bakteri kullanilmigtir. Bakterilerin tlir seviyesinde tespit ve
tanimlanmasi giiniimiizde de yaygin bir genotipik yontem olan 16 s rRNA analizi ile
yapilmistir. Bu yonteme gore 16s ribozomal RNA geninin 500 baz ¢iftten olusan bir
boliimii veya hepsi PCR ile ¢ogaltarak DNA dizi analizi yapilir. Bu analiz sonunda
13 adet bakterinin 3’ii Enterobacter cancerogenus, 3’ii Pseudomonas mendocina, 1°i
Exiuguobacterium aurantiacum, 2’si Pseudomonas stutzeri, 2’si Enterobacter
cloacae ve 1 tanesinin de Streptomyces thermocarboxydus oldugu goriilmiistiir. Bu
suslarin Cr(VI) indirgeme yetenekleri belirlenmis ve farkli agir metallerin krom
indirgeme 6zelliklerine olan etkilerinin anlasilabilmesi i¢in bazi kiiltiirel parametreler
optimize edilmistir. Bu amagla, krom indirgemeye pH’nin etkisi, farkli krom

konsantrasyonu ve agir metallerin etkileri arastirilmistir.

4.1. Krom indirgemeye pH’in Etkisi

Bakteriyal krom indirgemesinin pH, sicaklik, hiicre inokiilasyon miktari, krom
konsantrasyonu ve karbon kaynaklari gibi c¢ok sayida faktorle iligkili oldugu
bilinmektedir. Ozellikle kiiltiir baslangic pH’sinin krom indirgeme iizerinde énemi
cok fazladir. Bir ¢ok arastirmaci, siklikla krom indirgemede bakterilerin optimum pH
degerlerini arasgtirmaktadirlar. Cheng ve Li (2009), Bacillus sp. MDS05 susunun
kromu indirgeme optimum pH araliginin 7.0-9.0 oldugunu, maksimum krom
indirgemenin pH=8’de gergeklestigini bildirmektedirler. Ayni arastirmacilar
bakterinin ekstrem pH degerlerinde (5.0, 6.0 ve 10.0) krom indirgeme oraninin
siirlandigint da belirtmislerdir. Camargo ve ark. (2003a) da kroma direngli toprak
bakterilerinde optimal pH’nin 7-8 araliginda oldugunu rapor etmislerdir. Bacillus sp.
ve Pseudomonas fluorescens’de optimum pH=7’dir, ve bakterilerin krom
indirgemeleri pH=6"da inhibe olmaktadir (Wang ve Xiao, 1995). Bacillus sp. XW4
ve bir gram pozitif izolatta optimum baslangi¢ pH’s1 ise 9’dur (Liu ve ark. 2004,
Shakoori ve ark., 2000). Bacillus coagulans bakterisinde ise optimum pH=7dir
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(Philip ve ark. 1998). Bu optimal pH derecelerindeki degisiklik de, kromun
detoksifikasyonunda maksimum Cr(VI) indirgemeye ulasilabilmesi igin farkli
kiiltiirlerde optimum pH derecesinin belirlenerek, krom indirgeme igin pH

modifikasyonunun yapilmasinin énemli oldugunu gostermektedir.

Buna yonelik biz de calismamizin ilk asamasinda izolatlarimizin en iyi krom
indirgedikleri pH derecelerini belirledik. Bu amacla Cr(VI) giderimi iizerine pH
degisiminin etkisi pH 6, 7, 7.5, 8.5, 9 ve 9.5 araliginda hazirlanan besiyerleri
kullanilarak arastirildi. Besiyerlerinin pH’lar1 tampon kullanilarak sabitlenmistir.
Calisma sonunda elde edilen sonuglara gére, Pseudomonas mendocina PASS3-P18
bakterisi 110 ppm Cr(VI)’u pH=7"de inkiibasyonun 144. saatinde sifirlamistir. Diger
pH araliklarinda bakterinin kromu sifirlama zamaninin ortalama olarak 192. ve 240.
saatler oldugu bulunmustur. Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 susu ise 25
ppm Cr(VI)’'u pH=6’da inkiibasyonun 36. saatinde sifirlamistir. Diger pH
araliklarinda bakteri ortalama 48. ve 60. saatlerde Cr(VI)’u sifirlamistir. Sekil 9 ve
10’da goriildigi gibi maksimum giderim Pseudomonas mendocina PASS3 -P18 susu
icin pH=7 ve Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 i¢in pH=6 olarak
saptanmigtir. Bundan sonraki tiim c¢alismalarimizda krom indirgeme deneyleri
Pseudomonas mendocina PASS3 -P18 bakterisi i¢cin pH=7 ve Pseudomonas

mendocina DS0601-FX-P22 i¢in ise pH=6’da ger¢eklestirilmistir.

4.2. Agir metal ve Metallerin Krom indirgemeye Etkisi

Tekstil, deri, boya, metal ve kagit endiistrilerinden kaynaklanan atik sular fazla
miktarda agir metal igermektedir. Bu tip atik sularin aritilmadan kontrolsiiz bir
sekilde ¢evreye bosaltilmalart o ¢evredeki canlilara toksik ve mutajenik etki
yapmaktadir. Cesitli metaller baz1 organizmalarda canliligin devam ettirilmesi igin
cok az miktarlarda kullanilsalar da yliksek konsantrasyonlar: hiicrede zararl etkilere
yol agmaktadir. Ag*, AI'Y, Au*?, Cd*, Pb** ve Hg™ gibi toksik metallerin ise
biyolojik ©nemi bulunmamakla birlikte hiicrede diisiik konsantrasyonda bile
bulunmalar tehlikeli olmaktadir (Malik, 2004; Madigan ve ark., 2003; Mergeay ve
ark., 2003; Nies, 2003; Bruins ve ark., 2000). Bu nedenle endiistriyel atik sulardan
oncelikle agir metallerin uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Yapilan bir¢ok c¢alismada,
agir metallerin gesitli mikroorganizmalarla endiistriyel atiksulardan uzaklastirildig

gosterilmistir. Mikroorganizmalarin toksik, karsinojen ve mutajen olabilen agir metal
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iyonlarina tolerans gosterip bu kirleticileri ortamdan uzaklastirabilmesi agir metallere

direng gelistirmeleri ile ger¢eklesmektedir.

Genelde agir metal alinim kapasiteleri ¢alisilan tiire bagli olarak énemli farkliliklar
gostermektedirler. Kennish’in (1992) listesinde deniz flora ve faunasi lizerine agir
metallerin goreceli toksisiteleri sOyle siralanmustir;
Hg>Cd>Cu>Zn>Ni>Pb>Cr>Al>Co. Agir metallerin biyolojik bulunurluluklar
sedimentin katyon degistirme kapasitesine, su ve sedimentin pH’sina, redoks
potansiyeline, suyun sicaklifina, tuzluluguna, organik igerigine ve diger agir

metallerin konsantrasyonuna baglidir (Ward, 1989; Wahbeh, 1984).

Hekzavalent kromun bakterilerde rapor edilen goriilebilir etkileri arasinda, hiicre
uzamasi, genislemesi ve genellikle hiicre biiyiime inhibisyonuna yol agan inhibe
olmus hiicre béliinmeleridir (Coleman ve Paran, 1983; Theodou ve ark., 1976). Agir
metaller toprak biyokiitlesi iizerinde toksik etki gosterirler ve anahtar mikrobiyal
stireci etkileyerek mikroorganizmalarin sayilarini ve aktivitelerini azaltirlar (Obbard
ve ark., 2001). Mikrobiyal populasyonun genellikle toprak ekolojisi tizerindeki insan
kaynakli etkilerin kolay ve duyarli bir gostergesi oldugu ileri siiriilmiistiir. Cr(VI) nin
toprakta mikrobiyal populasyonun bilesiminde degisimlere sebep oldugu kesindir ve
yiiksek konsantrasyonlari mikrobiyal hiicre metabolizmasinda zararl etkilere neden

olmaktadir.

Kromun bakteriyal giderimi ile ilgili optimizasyon ¢aligmalari ¢ogunlukla pH,
konsantrasyon, karbon kaynaklari, elektron donorleri ve sicaklik gibi ¢evresel
faktorlerin etkileri lizerinde yogunlagmaktadir. Hi¢ kuskusuz ki toprak veya su gibi
ekosistemler ayn1 zaman da ¢ok farkli metal-agir metaller ile kirletilmektedir. Bu
ekosistemlerde hem mikroorganizmalarin bu tiir agir metallerle olan iligkileri hem de
agir metallerin birbirleriyle olan etkilesimleri mikrobiyal krom indirgemeyi
etkilemektedir. Agir metallerin krom indirgemeye olan etkileri ile ilgili yaptigimiz
literatiir taramas1 konunun ¢ok yogun olarak ¢alisilmadigini gostermistir. Konu ile
ilgili ¢ok az literatiir bilgisi elde edilmis ve bu yilksek lisans tez galigmasi ile

literatiirde eksik olan bir kisim tamamlanmaya ¢alisilmistir.

Cogunlukla Cu*® metalinin krom indirgeme Tizerine etkileri birgok aragtirmaci
tarafindan merak edilen ve calisilan bir konudur. Pal ve ark. (2005) 100 uM Cu*?
varliginda Bacillus sphaericus AND303 susunda %70 ve E. coli bakterisinde %33
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oraninda Shen ve Wang (1994b), Ohtake ve ark. (1990) Enterobacter cloacae
bakterisinde Cr(VI) rediiktaz aktivitesinin azaldigimi rapor etmislerdir. ilk kez
Camargo ve ark.(2003b) Bacillus sp. ES 29 susunun Cell Free ekstraktlarinda
Cu*®nin Cr (VI) indirgeme iizerinde tesvik edici bir etkisinin oldugunu sdylemistir.
Daha sonraki ¢alismalarda bunu destekler nitelikte olmus ve Desai ve ark. (2008)
Pesudomonas sp. GIDM21 susunda bu metalin kromat rediiktaz aktivitesi tizerinde
%33 oraninda tesvik edici bir etkisinin oldugunu, Mclean ve Beveridge (2001)
Pseudomonad CRBS5 susunda tesvik edici etkisi oldugunu rapor etmistir. Diger bir
calismada yaklasgitk 1mM Cu*?nin mikroorganizmalar i¢in toksik olabilecegi

+2¢

diistintiliirken, ImM Cu “‘nin Cr(VI) indirgemesini arttirdig1 rapor edilmistir. Cilinkii

Cu*? metalinin kromat rediiktaz enzimini O*?’den korudugu bulunmustur (Ettinger,

1984).

Bizim calismamizda Cu*® metalinin Pseudomonas mendocina PASS3-P18 ve
Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suslarmin her ikisi i¢inde Cr(VI)
indirgemesini tesvik edici bir etkisinin oldugunu bulduk. P. mendocina PASS3-P18
bakterisinde 30 ppm krom konsantrasyonunda kontrol grubu indirgemeyi 48 saatte
tamamlarken Cu*? varhiginda bu siire 24 saat, 50 ppm krom konsatrasyonunda
kontrol 72 saat iken metal varliginda 36 saat olarak bulunmustur. P. mendocina
DS0601-FX-P22 bakterisinde 25 ppm krom varliginda kontrol grubu 96 saatte
indirgemeyi tamamlarken Cu *? varhginda 36 saatte, 15 ppm krom
konsantrasyonunda kontrol 72 saatte tamamlarken Cu*? varliginda 12 saatte
indirgemeyi tamamlamistir. Yaptigimiz c¢aligmalar, yukarida belirtilen calismalar

dogrular niteliktedir.

Genel olarak, Cu*? metalinin kromat rediiktaz aktivitesini nasil stimiile ettigi heniiz
tam olarak ac¢iklanamamistir. Ancak Cu*? metali bir gecis metalidir ve cogu rediiktaz
enziminin prostetik gurubunu olusturmaktadir. Cu*®nin temel fonksiyonu; ilgili
transport sistemini korumaktir. Bazi durumlarda da, tek elektron redoks merkezi gibi

hareket ederek protein alt iiniteleri arasinda elektron transferinde gorev almaktadir

(Abe ve ark., 2001)

Calismamizda her iki bakterimiz icinde Cr(VI) indirgemesini tesvik edici diger bir
metal Fe**dir. Literatiirde krom indirgeme iizerine Fe*?” nin etkisi konulu herhangi
bir ¢alisma bulunmamustir. P. mendocina PASS3-P18 bakterisinin kromu sifirlama

zaman1 50 ppm krom konsantrasyonunda 72 saat olarak tespit edilmistir. Bu siire 30
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ppm de 48 saat olarak kaydedilmistir. Besiyerine 52 ppm Fe™ ilave edildiginde
bakterinin 50 ppm ve 30 ppm kromu sirasiyla 48 ve 36 saatte sifirladig1 tespit
edilmistir. Ayn1 durum P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi i¢in de gdzlenmistir.
Kontrol ile kiyaslandiginda Fe*? ilavesinin kromu indirgemeyi hizlandirdigi
goriilmiistiir. Bakteri, 25 ppm krom varliginda 96 saatte indirgemeyi
gerceklestirirken Fe*? ilavesinde bu siire 36 saate diismiistiir. Krom konsantrasyonu
15 ppm iken 72 saatte krom indirgemesi tamamlanirken bu siire Fe*? ilavesi ile 24
saat olarak tespit edilmistir. Fe™ nin bakteriler i¢in esansiyal bir metal oldugu ve
bakterilerin bu metali gelisim faktorii olarak kullandiklar1 bilinmektedir. Yaptigimiz
¢alismada bakterilerin Fe*? varhginda diger metallere kiyasla daha iyi gelistikleri
gbzlenmistir (Bkz.Tablo 14,15,16 ve 17). Elde edilen sonuglar, hiicre yogunlugu ile

krom indirgeme arasinda olumlu bir iligki oldugunu diistindiirmiistiir.

Sultan ve Hasnain (2007) Ochrobactrum intermedium bakterisi ile yapmis oldugu
calismada Co*? ve Mn*? varliginda Cr(VI) indirgemesinde artisin oldugunu rapor
etmistir. Bacillus sphaericus susu ile yapilan ¢alismada Co™ 1n, 20mg/m]’nin altinda
ve 100mg/ml’nin istiindeki konsantrasyonlarda krom indirgemesi iizerine inhibe
edici bir etki gosterdigi bulunmustur (Pal ve Paul, 2004). Pal ve ark.(2005) tarafindan
yapilan bir diger calismada, Bacillus sphaericus AND303 susunda 100pM Co*?
varliginda Cr(VI) rediiktaz aktivitesinin %7 oraninda arttigi rapor edilmistir.
Calismamizda kullanilan Co™ ve Mn*? metalleri P. mendocina PASS3-P18
bakterisinde krom indirgemesi tlizerinde inhibe edici bir etki tespit edilirken P.
mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde bu agir metallerin Cr(V1) indirgemesini
arttirdigl gozlenmistir. P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisininde 25 ppm krom
konsantrasyonunda kontrol grubu krom indirgemeyi 96 saatte tamamlarken Co*
varliginda bu siire 48, Mn*? varliginda 60 saat olarak bulunmustur. Ayn1 bakterinin
15 ppm krom konsantrasyonunda 72 saatte kontrol grubunda krom indirgeme
tamamlanirken Co*? varliginda 24 saat, Mn*?varliginda 48 saattir. Yukarida belirtilen
aragtirmacilarin rapor ettikleri kobalt ve manganin tesvik edici etkisi P. mendocina
DS0601-FX-P22 bakterisinde de goriilmiistiir. Her iki metalin varlifinda krom
indirgemesinde artisin olmasi literatlir bilgilerini destekler niteliktedir. Ancak P.
mendocina DS0601-FX-P22’nin aksine P. mendocina PASS3-P18 bakterisi kobalt ve
mangan i¢eren besiyerinde gelistirildiginde, bakterinin krom indirgemesinin azaldig:

goriilmiistiir. Bu sonug, sus farkliligindan kaynaklanmaktadir.
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Pal ve Paul’un 2004 yilinda 34 tane kroma direngli bakteri iizerinde yapmis olduklari
krom indirgeme ¢alismalarinda Ni*?, Co™, Cd** ve Pb™ gibi metal iyonlarinmn
varlginda Cr(VI) indirgemesinin 6nemli 6l¢lide azaldig1 bulunmustur. Bu ¢alismada
Ni*? “in 20 mg/L’de ¢ok toksik oldugu ve Co™*n ise yiiksek konsantrasyonlarda
Cr(VI) indirgemesini inhibe ettigi bulunmustur (Pal ve Paul 2004). Acinetobacter
haemolyticus bakterisi ile yapilan Cr(VI) indirgeme ¢alismasinda 30mg/L Zn*? ve
Cd*? varhiginda Cr(VI) indirgemesinin %90‘dan daha fazla oranda Pb**da ise
%82,54 oraninda azaldig1 bulunmustur (Zakaria ve ark., 2007).

Enterobacter cloacea’da Zn*?, Ni*? ve Ba* gibi divalent katyonlarn varliginda
membrana bagli kromat rediiktaz aktivitesinde 6nemli bir etki bulunmamaktadir
(Ohtake ve ark. 1990). Bununla birlikte Bacillus spharicus AND303 susunda Ni*?
metali rediiktaz aktivitesi lizerine gii¢lii bir inhibe etkiye sahiptir. Ochrobactrum sp.
(Sultan ve Hasnain 2007), Ochrobactrum intermedium SDCr-5 (Sultan ve Hasnain
2007), Bacillus sp. (Elangovan ve ark., 2006) ve E. coli ATCC 33456 (Bae ve ark.,
2005) suslarinda Zn*? metal varliginda Cr(VI) indirgemesi inhibe olmaktadir.

Pb*? ve Cd*? metalleri Ochrobactrum intermedium SDCr-5 susunun krom indirgeme
yetenegini sirasiyla %14 ve %25 oraninda inhibe etmektedir. Bu metallerin aksine
Ni*? varhiginda indirgeme hizinda bir artis olmaktadir (Sultan ve Hasnain 2007).
Buna ilaveten Bacillus sphaericus AND 303 susunda Cr(VI) rediiktaz aktivitesi 100
uM Ni*? ve Cd*? varhginda %70 oraminda diiserken (Pal ve ark., 2005) E. coli
bakterisinde Zn*? Cr(VI) indirgemesinin %16 oraninda azaldigi bulunmustur. Ancak
metallerin diisiik konsantrasyonlar1 i¢in ayni sonucun gegerli olmadigi da rapor
edilmistir (Shen ve Wang, 1994). B. sphaericus susunda Cr(VI) indirgeme iizerine
Ni*2, Cd*? ve Pb*? metallerinin 20 mg/ml’nin altinda ve 100 mg/ml’nin iistiindeki
konsantrasyonlarda inhibe edici etkisi bulunmamaktadir (Pal ve Paul 2004).
Camargo ve ark. (2003b)’ma gore Bacillus sp. ES 29 susunun kromat rediiktaz enzim

aktivitesi iizerine, Zn*#nin tesvik edici veya inhibe edici herhangi bir etkisi yoktur.

Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada P. mendocina PASS3-P18 bakterisi i¢in
bulunan sonuglarda 30 ppm krom konsantrasyonunda Al+2, Pb+2, Ba+2, Mn+2, Ni*? ve
Zn*? metallerinin varhiginda Cr(VI) indirgemesinin kontrol grubuna gore %33
oraninda azaldig1 bulunurken bu durum Cd*? metalinin varliginda %50 olarak tespit
edilmistir. Ayni bakterinin 50 ppm konsantrasyonunda Ba*? ve Ni*? metalleri Cr(V1)
indirgemesini %40, Pb*? %33, Al*? %25 oraninda azaltmistir. P. mendocina PASS3-
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P18 bakterisinin 50 ppm krom konsantrasyonunda Cd*? ve zn*?* metallerinin
varliginda krom indirgemesinin belli bir siire devam ettigi ancak sonrasinda Cr(VI)
indirgemesinin durdugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 30 ppm krom
konsantrasyonu varliginda metallerin krom indirgeme oraninda gii¢lii inhibe edici
etkileri Cd**>Ni**>Zn*"?>Al"*>Pb"?>Mn*?>Ba**>Co*? seklinde siralanabilir. Cu*? ve
Fe*? metallerinin ise tesvik etkileri bulunmustur. Konsantrasyon 50 ppm oldugunda
ise bu siralama Cd**>Zn**>Ba**>Ni**>Pb"*>Al">>Mn*?>Co*? seklindedir (tablo 9 ve
10). Calisma sirasinda konsantrasyon artigina bagli olarak Cd*? ve Zn*? metallerinin
varliginda bakterinin krom indirgemesinin 132. saatten itibaren durdugu ve kromu
sifirlamadig1 gozlenmistir. Bu ortamlardaki hiicre yogunlugu (OD=600 nm) Cd*? i¢in
2.40 ve Zn*? i¢in 3.24tiir (tablo 15). Elde edilen sonu¢ krom konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak enzim aktivitesinin metallerle tamamen inhibe oldugunu

distindlirmstiir.

P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi 15 ppm krom konsantrasyonunda ve Al
iceren besiyerinde gelistirildiginde, bakterinin kontrol grubu ile ayni zamanda
indirgemeyi tamamladig1 tespit edilmistir. Diger bir degisle bu konsantrasyonda
Al™”un herhangi bir etkisinin olmadigi gdzlenmistir. Buna benzer bir sonug
Camargo ve ark. (2003b) tarafindan Bacillus sp. ES 29 susunda ve Zn*? varhginda
rapor edilmistir. Konsantrasyon 25 ppm oldugunda ise Al*’un tesvik edici etkisi
oldugu dikkat ¢cekmistir. Bu konsantrasyonda bakterinin krom indirgeme hizi kontrol
grubuna kiyasla %14 oraninda arttig1 goriilmiistiir. 15 ppm krom konsantrasyonunda
P. mendocina DS0601-FX-P22 susunun kromu indirgeme orani, Pb*? ve Cd*?
varliginda %25, Ba*?, Ni*?ve zZn*? varliginda ise %33 oraninda diigmiistiir. 25 ppm
krom konsantrasyonunda ise Al*? metalinin krom indirgemeyi %]I4 oraminda
arttirdigr bulunmustur. Bu konsantrasyonda Pb*?,Cd*? ve Zn*? varliginda krom
indirgeme %20 oraninda azalirken, Ba*?ve Ni*? varliginda krom indirgeme bir siire
devam ettikten sonra sabitlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 25 ppm krom
konsantrasyonu varliginda metallerin krom indirgeme oraninda giiglii inhibe edici
etkileri Ni*>>Ba*"®>Cd*?>Zn*?>Pb*? seklinde siralanabilir. Cu*?, Fe*?, Mn*?, Al ve
Co*? metalleri ise tesvik edici etkiye sahiplerdir (Cu**>Fe**>Co**>Mn*%>Al"). P.
mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde Cu*? ve Fe*? diginda Mn*?, Al*? ve Co*®n
tesvik etkisinin olmasit sus ve konsantrasyon farkliligindan kaynaklandigi

sOylenebilir.
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4.3. Baslangi¢ Krom Konsantrasyonunun indirgemeye ve Hiicre Gelisimine
Etkisi

Thacker ve Madamwar (2005) 50-300 ppm arasinda farkli  krom
konsantrasyonlarinda Ochrobactrum sp. ile yapmis olduklari ¢alismada 300 ppm
krom konsantrasyonunda indirgemenin en aza indigini bularak bunun sebebini
kromun toksik etkisinin hiicre gelisimini olumsuz etkilemesi olarak agiklamislardir.
Laxman ve More (2002) Streptomyces griseus bakterisinde krom konsantrasyonunun
artmasi ile krom indirgeme oraninin azaldigini rapor etmistir. Caligmasinin sonunda
ise krom indirgeme oraninin krom konsantrasyonu ile baglantisinin olmadigini,
kiiltiirtin yast ile krom indirgemenin arttigin1 sdylemistir. Ashwini ve ark. 2008
yilinda ayni bakteri ile yapmis olduklar1 ¢alismada diisiik krom konsantrasyonunda
indirgemenin daha hizli ve komplike oldugunu yiiksek konsantrasyonlarda ise daha
uzun inkiibe siirelerine ihtiyag duyuldugunu rapor etmislerdir. Pal ve Paul (2004)
kroma direngli 34 tane bakteriden olusan bir grup iizerinde yapmis olduklari
calismada baslangic krom konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun artmasi ile

indirgemenin arttigin1 bulmuslardir.

Biiytliyen kiiltiire Cr(VI) eklenmesiyle hiicre canlilifinda bir azalisa ragmen, bazi
Enterobacter cloacae (Wang ve ark., 1989b), E. coli (Shen ve Wang, 1994b), P.
flourescens (Wang ve Xiano, 1995) ve Bacillus sp.( (Wang ve Xiano, 1995)
kiiltiirlerinde baslangic Cr(VI) oraninin artmasiyla Cr(VI) indirgeme oram

artmaktadir. Benzer sonug E. coli kiiltiirlerinde gézlenmistir (Shen ve Wang, 1994b).

P. mendocina PASS3- P18, baslangi¢ krom konsantrasyonu 30 ppm iken kromu
indirgeme zamani 48 saat 50 ppm de bu siire 72 saat olarak kaydedilmistir. Krom
miktarindaki artisa bagl olarak indirgeme zamani da artmistir. Bakterinin kromlu ve
kromsuz ortamdaki hiicre gelisimine bakildiginda (tablo 15, 16, sekil 8) 72. saatte
kromsuz ortamda hiicre yogunlugu ODgy=4.20 iken kromlu ortamda
ODggo=2.67"dir. Burada krom konsantrasyonundaki artisa bagli olarak indirgeme
siiresinin uzamast kromun hiicreler iizerine toksik etkisinden kaynaklanmaktadir.
Ayn1 sonu¢ P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi i¢in de gegerlidir.
Konsantrasyon artisina bagli olarak kromun indirgeme siiresinde de bir artis olmustur
(Tablo 16, 17, sekil 7). Bakterinin kromun toksik etkisi elimine edildikten sonra
gelistigi gozlenmistir. Bir diger degisle krom sifirlandiktan sonra bakteri gelismeye

baslamistir.
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4.4. Krom Varliginda Kromat Rediiktazin indiiklenmesi

Park ve ark.,, 2000 yilinda yapmis olduklart ¢aligmada Pseudomonas putida
MK1’den saflastirdiklar1 kromat rediiktazin molekiiler agirliginin yaklasik 20 kDa
oldugunu belirlemislerdir. P. ambigua’dan saflastirilan kromat rediiktazin molekiiler
agirh@ SDS-PAGE ile 25 kDa ve Native-PAGE ile 65 kDa civarinda tespit
edilmistir (Suzuki ve ark., 1992). P. aeruginosa (Ganguli ve Tripathi, 2001) ve
Ochrobactrum sp.(Thacker ve Madamwar, 2005)’de bu protein yaklasik 30 kDa
agirh@indadir. 100pg/ml Cr(VI) varliginda gelistirilen Bacillus sp. JDM-2-1 ve S.
capitis bakterilerinde 25 kDa molekiiler agirhigina sahip bir protein bandinin
indiiklendigi ve bu proteinin kromat rediiktaz oldugu rapor edilmistir (Zahor ve
Rehman, 2009). Thermus scoductus’da yeni bir kromat rediiktaz varligindan
bahsedilmistir. Yaklasitk 36 kDa biiyiikliigline sahip olan bu enzim bir
oksidorediiktaz olup homodimerik yapidadir. Ilgili gen E. coli’ ye aktarildiginda
proteinin 38 kDa biiyiikliigiine sahip oldugu rapor edilmistir.

Kromat rediiktaz enzimi indiikkleme calismamizda bakteriler kromlu ve kromsuz
ortamda gelistirilmis ve elde edilen sonuglar sekil 9 vel0’da verilmistir. Sekil 23’de
de goriildiigii gibi P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 31 kDa civarinda bir
protein band1 indiiklenirken P. mendocina PASS3-P18 de (Sekil 22) iki ayr1 protein
bandi gozlenmistir. Bu protein bantlarindan biri yaklasik olarak 29 kDa
biiyiikliigiinde iken diger bandin molekiiler biiyiikliigii yaklasik olarak 52 kDa’dur.
Her iki bakteride de tespit edilen, 31 ve 29 kDa biiyiikliigiinde olan protein bandlari
konu ile ilgili yapilan diger ¢alismalar1 destekler niteliktedir. Ancak P. mendocina
PASS3-P18 bakterisinde 52 kDa biiyiikligiine sahip ikinci bir proteinin varligi bize
mikrobiyal krom indirgemenin ¢ok daha detayli arastirilmasi gerektigini

gostermektedir.

4.5. Scanning Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

SEM analizi (Sekil 23 ve 24) gostermistir ki P. mendocina PASS3-P18 kromsuz
ortamda gelistirildiginde hiicreler olduk¢a belirgin ve diizglin, hiicre duvar
kesintisizdir. Ancak bakteri kroma maruz birakildiginda hiicre seklinde bir bozulma
ve aymi zaman da hiicrelerde uzama go6zlenmistir. Hiicre duvarinda goriilen

parcalanmanin yani sira bakterinin EPS firettigi ve topluluklar halinde oldugu dikkat
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¢ekmistir. Kromun toksik etkisinin TEM analizi sonunda hiicre sekil kaybi1 Zakaria
ve ark. (2007) tarafindan da rapor edilmistir. Ackerley ve ark. (2006) E. coli K-12
susu ile yapmis olduklar1 ¢calismada krom stresinden hiicrelerin nasil etkilendigini
kapsamli olarak arastirmis ve SEM analizi ile meydana gelen degisiklikleri
goriintliilemiglerdir. Kromlu ortamdaki hiicrelerin daha uzun formda olduklarim
ancak zamanla kromlu ortamdaki hiicrelerin morfolojilerinde kismi toparlanma
meydana geldigini rapor etmislerdir. Calismanin devaminda ise kromlu ortama,
kroma adapte olmus ve olmamis hiicreler ilave edilmistir. SEM analizinde kroma
adapte olan hiicrelerin morfoloji ve gelisimlerinin adapte olmayan hiicrelere oranla

cok daha az etkilendigi gorilmistiir (Ackerley ve ark., 2006).
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5. SONUG

Bu tezin aragtirma konusu olan agir metal ve metallerin, kromun indirgemesi {izerine
etkileri hakkinda ¢ok detayli arastirmalar mevcut degildir. Calismamiz sonunda elde
edilen verilere gore kullanilan agir metallerden Cu*® ve Fe™ nin her iki bakteri i¢in
krom indirgemeyi stimiile ettigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica Pseudomonas mendocina
DS0601-FX-P22 bakterisi ile yapilan 25 ve 15 ppm krom konsantrasyonundaki
deneylerde diger Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinden farkli olarak
Co™ ve Mn*? agir metallerinin krom indirgemesini stimiile ettigi bulunmustur.
Al"Zun P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 25 ppm krom
konsantrasyonunda krom indirgeme iizerinde stimiile edici etkisi bulunurken 15 ppm
krom konsantrasyonunda ise kontrol ile ayni siirede krom indirgemeyi tamamladigi
goriilmistiir. Calismada kullanilan diger agir metallerin ise her iki bakteri igin krom
indirgeme iizerine olumsuz etkisi oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu durumu bu agir
metallerin bakteriler i¢in esansiyal olmamasi ve yapmis oldugu toksik etkinin bir

sonucu olarak agiklayabiliriz.

Caligmamizda yapilan scanning elektron mikroskobu goriintiilemesinde kromlu ve
kromsuz ortamdaki hiicreler karsilastirildiginda kromlu ortamdaki hiicrelerin

dejenere olmus yapilari ortaya ¢ikmaktadir.

P. mendocina PASS3-P18 bakteri i¢in yapilan biyosorbsiyon deneylerinde bakterinin
hiicre ylizeyinde kromu tutmadigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ calismamizda kullanilan

bakterinin kromu gergekten indirgedigine bir kanittir.

Calismamizda yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda P. mendocina DS0601-FX-P22
bakterisinde 31 kDa civarinda bir protein band indiiklenirken P. mendocina PASS3-
P18 de iki ayr1 protein bandi gdozlenmistir. Bu protein bantlarindan biri yaklagik

olarak 29 kDa biiyiikliigiinde iken diger bandin molekiiler biiyiikliigii yaklasik olarak
52 kDa’dur.
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