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OZET

PSEUDOMONAS CiNSi BAKTERILERDE HEKZAVALENT KROM
INDIRGEME UZERINE ORGANIK MOLEKULLERIN ETKIiSI

Bu calismada 16S rRNA sekans analizi sonuglarina gére toplam 12 izolat icerisinde
5 farkli tiirin mevcut oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin 3’ Enterobacter
cancerogenus, 4t Pseudomonas mendocina, 1’1 Exiuguobacterium aurantiacum,
2’si Pseudomonas stutzeri ve 2’si Enterobacter cloacae olarak kaydedilmistir.

Bakterilerin krom direngliligi, Minimum Inhibisyon Konsantrasyonuna (MIK) gore
belirlenmistir. Krom indirgeme deneyleri P. mendocina PASS3-P18 (110 mg/L) ve
P. mendocina DS0601-FX-P22 (25 mg/L) suslart ile yapilmistir. P. mendocina
PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-P22 suslarinda krom indirgemeyi
etkileyen sartlar optimize edilmistir. Her iki bakterinin optimal gelisme sicakliklari
37 °C olarak belirlenmis ve tiim krom indirgeme deneyleri Triptik Soy Broth (TSB)
besiyerinde yapilmistir.

Bu calismada pH, farkli krom konsantrasyonlar1 ve elektron kaynagi olarak aljinik
asit, galakturonik asit, glukuronik asit ve sitrik asit gibi organik asitlerin ve bunlarin
ikili kombinasyonlarinin bakteriyel krom indirgemesi {izerine etkileri aragtirilmistir.
Ayrica her iki bakteri i¢in biyosorpsiyon ¢alismalar1 da yapilmistir. Baslangi¢c krom
konsantrasyonun etkisinin belirlenmesinde, P. mendocina PASS3-P18 susu i¢in 110,
80, 50 ve 30 ppm, P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi igin 25, 20, 15 ve 10
ppm Cr (VI) konsantrasyonlart kullanilmistir. Krom indirgeme, difenil karbazid
metoduna gore yapilmistir.

Calisma sonunda elde edilen verilere gore , bakterilerin en iyi indirgeme yaptiklar
pH dereceleri P. mendocina PASS3-P18 susu i¢in pH 7.0 ve P. mendocina DS0601-
FX-P22 susu i¢in pH 6.0 olarak kaydedilmistir. P18 susu igin krom indirgeme
siireleri agisindan 110 ve 80 ppm krom konsantrasyonlar1 arasinda bir fark
go6zlenmezken, krom miktar1 50 ve 30 ppm’de krom indirgeme siiresi azalmigtir. 110
ve 80 ppm krom kullanildiginda 168 saat stiren krom indirgeme stiresi, 50 ppm i¢in
84 saate ve 30 ppm i¢in 60 saate diismiistiir. P22 susu icin ise kullanilan krom
konsantrasyonlar1 arasinda bir fark bulunmayip, biitiin krom konsantrasyonlarinda
krom indirgemesi 36 saat siirmiistiir.

Organik asitlerin krom indirgemesi iizerine etkisine bakilacak olursa, P18 susu igin
genel olarak kullanilan tiim krom konsantrasyonlarinda galakturonik ve glukuronik
asit kullanildiginda krom indirgeme siireleri 6nemli derecede azalmistir. Aljinik asit
tiim krom konsantrasyonlarinda krom indirgemesinde hi¢bir etki géstermemistir. P22
susu agisindan, genel olarak kullanilan tiim krom konsantrasyonlarinda galakturonik
ve glukuronik asit krom indirgeme siirelerini azaltmiglardir. Fakat hem sitrik asit
hem de aljinik asit bu bakteri i¢in krom indirgemesi lizerine etki etmemistir.
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Organik asitlerin ikili kombinasyonlarinin krom indirgemesi iizerine olan etkileri
incelendiginde her iki bakteri ig¢in de galakturonik ve glukuronik asitin birbirleriyle
ve diger organik asitlerle kombinasyonlarinin olumlu etkisi tespit edilmistir.

Biyosorbsiyon deneylerinde her iki bakterinin de hiicre yiizeyinde kromu tutmadig:
goriilmiistiir. Bu sonug, ¢alismamizda kullanilan bakterilerin kromu indirgedigine
dair bir kanit niteligindedir.

Pseudomonas mendocina PASS3-P18 i¢in yapilan scanning elektron mikroskop
goriintiilerinde  kromlu ve kromsuz ortamdaki hiicreler karsilagtirildigi zamanla
kromlu ortamdaki hiicrelerin  dejenere olmus yapilari net bir bi¢imde
farkedilebilmektedir.

SDS-PAGE analizi sonucunda ise P. mendocina DS0601-FX-P22 susunda 31 kDa
civarinda bir protein bandi, P. mendocina PASS3-P18 de ise 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, bakteriyel krom indirgeme, hekzavalent krom,
biyosorpsiyon, biyoremediasyon, galakturonik asit, glukuronik asit, sitrik asit, aljinik
asit
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SUMMARY

THE EFFECT OF ORGANIC ACIDS ON HEXAVALENT CHROMIUM
REDUCTION BY PSEUDOMONAS

In this study, as a result of the 16S rRNA sequence analysis, 5 different types of
bacteria out of a total of 12 isolates were found. Three of them are Enterobacter
cancerogenus, four of them are Pseudomonas mendocina, one of them is
Exiuguobacterium aurantiacum, two of them are Pseudomonas stutzeri, another two
are Enterobacter cloacae.

The chromium resistance of bacteria was determined by Minimum Inhibition
Concentration (MIC). The chromium reduction experiments were done by P.
mendocina PASS3-P18 (110 mg/L) strain and P. mendocina DS0601-FX-P22 strain
(25 mg/L). For the selected strains P. mendocina PASS3-P18 and P. mendocina
DS0601-FX-P22, the effect of conditions on chromium reduction were optimized.
For both of the bacteria, the optimal temperature was determined at 37 °C and the
chromium reduction were conducted in Triptic Soy Broth (TSB) medium.

In this study, the effects of the pH, chromium concentrations, and organic acids such
as alginic acid, galacturonic acid, glucuronic acid, and citric acid, and their binary
combinations on the bacterial chromium reduction were investigated. Biosorption
were also done for both bacterial strains. For the effect of initial chromium
concentrations; 110, 80, 50 and 30 ppm were used for P. mendocina PASS3-P18 and
25, 20, 15 ve 10 ppm for P. mendocina DS0601-FX-P22, respectively. Chromium
reduction were conducted diphenylcarbazide method.

According to the findings that were obtained at the end of the study, the best pH
degree in which the bacteria indicated high reduction degree for P. mendocina
PASS3-P18 strain was 7.0 while it was 6.0 for P. mendocina DS0601-FX-P22. The
chromium reduction times decreased for 50 ppm and 30 ppm of chromium
concentrations while there was no difference between 110 ppm and 80 ppm of
chromium concentrations for P18 strain. While the reduction time was 168 h in 110
and 80 ppm, it was 84 h and 60 hours in 50 and 30 ppm, respectively.

Regarding the effects of the organic acids used in the study; generally, the times of
chromium reduction decreased significantly in all the chromium concentrations,
when galacturonic acid and glucuronic acid were utilized by the P18 strain. Alginic
acid did not have any effect in all chromium concentrations on the bacterial
chromium reduction. In general, the chromium reduction times decreased
significantly in all chromium concentrations, when galacturonic acid and glucuronic
acid were utilized. The citric acid and alginic acid have not efected on the bacterial
chromium reduction.
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Regarding the effects of binary combinations of organic acids on the bacterial
chromium reduction; the combinations of galacturonic and glucuronic acids with
each other and other organic acids have positive effect for both strains.

In the biosorption experiments conducted for both of the P18 and the P22 strains, 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 strains reduced chromium.

Upon analyzing the scanning electron microscope, when we compared the media
with and without chromium, we observed that the cells degenerated in presence
chromium for Pseudomonas mendocina PASS3-P18..

As a result of SDS-PAGE analysis, it was observed a protein band approximately 31
kDa in P. mendocina DS0601-FX-P22. In P. mendocina PASS3-P18, two different
protein bands were found. One of protein bands was approximately 29 kDa and the
other one was approximately 52 kDa.

Keywords: Pseudomonas, bacterial chromium reduction, hexavalent chromium,
biosorption, bioremediation, galacturonic acid, glucuronic acid, citric acid, alginic
acid
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1. GIRIS

Teknolojinin hizli gelismesi, hizli sanayilesme ve niifus artis1 ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Endiistriyel atik sularin birgogu ¢esitli su standartlarina gére istenmeyen
oranlarda agir metal iyonlar1 igermektedir. Arsenik, civa, kursun, krom, kadmiyum,
nikel, demir, bakir, ¢inko gibi metal ve agir metaller kirlilige neden olmaktadir. Agir
metaller canlilar igin toksik olup, viicuda girdikleri zaman ciddi hastaliklara ve

olumlere neden olurlar.

Kimyasal ¢okeltimle metalleri istenilen seviyelere indirebilmek igin asir1 Kimyasal
kullanim1 gereklidir, fakat bu hacimce ¢ok miktarda toksik ¢amur olusumuna neden
olmaktadir. Ayrica bu ¢camurlarin aritilmasi i¢in de ek proseslere ihtiya¢ vardir. Buna
ek olarak, kimyasal yontemler hem pahalidir, hem de metalin geri kazanilmasindan
ziyade atik sulardaki asir1 metal kirliligini  kontrol etmeyi ve istenilen
konsantrasyonlara  diisiirmeyi  amaclamaktadir. ~ Halbuki  sudaki  bir¢ok
mikroorganizma ¢oziinmiis agir metalleri biinyelerine alabilme mekanizmalarina
sahiptirler. Mikroorganizmalarin bu 6zelliklerinden yararlanilarak endiistriyel atik

sulardaki agir metallerin giderimi ve geri kazanimi miimkiin olabilmektedir.

Krom, metal ve kromatlar seklinde bulunan ve ¢ok genis dl¢iide korozyon onleyici
uygulamalarda kullanilan bir elementtir. Cr (VI)’nin ana kaynaklari; deri, boya,
miirekkep, kumas boyasi, aliiminyum vb. endiistrilerdir. 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 dig.
2002; Kivang ve dig. 1996). Krom indirgeme iizerine organik asitler, agir metaller,
pH, sicaklik, krom konsantrasyonu gibi ¢esitli kosullarin etkileri dnemli arastirma
konularindan olup, bu faktorlerin bakteriyel krom indirgeme mekanizmasi iizerine

nasil bir etki yaptig1 hala detayli olarak anlasilabilmis degildir.

Bu c¢alismada Pseudomonas cinsine ait Pseudomonas mendocina PASS3-P18 ve
Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suslarinda galakturonik asit, glukuronik

asit, sitrik asit ve aljinik asit gibi organik asitlerin Cr (V1) indirgemeye etkilerinin



belirlenmesi hedeflenmistir. Cr (V1) igin elektron kaynagi olarak islev goren bu tiir
organik maddeler toprak ve su gibi dogal ortamlarda mevcuttur. Bu tiir molekiillerin
hem kendi aralarindaki etkilesimleri hem de bu ortamlarda bulunan krom indirgeyici
mikroorganizmalar tizerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir. Bu tez ¢aligmasi
ile bazt molekiillerin krom indirgeme {izerindeki etkileri ile ilgili bilgi sahibi
olunacaktir. Elde edilecek bilgiler konu ile ilgili daha detayli calismalara 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 g/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, 2006). Cr, Ar3d°4s’ elektronik konfigiirasyon durumuyla periyodik tablonun
VI-B grubunda yer alir (Sekil 1.1 Periyodik tablo).

fyon kil Elektron dizilimi
Atom No 24 O sadece 1.2 ve 3. Kat Yarmetal
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vardir.
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Sekil 1.1: Periyodik tablo (www. fenokulu.com)

Geleneksel olarak sadece laboratuvar kosullari altinda gozlenen Cr’un stabil
olmayan ve biyolojik sistemlerdeki kisa odmre sahip diger degerlikteki durumlarina

karsin, Cr’un stabil formlar1 Cr (IlI) ve Cr (VI) ’dir. Cr (VI) , kromun en toksik



formu olup genellikle kromat (CrO,%) seklinde oksijenle ya da dikromat (Cr,0;%)
seklinde oksianyonlarla kompleks yapmis formda bulunmaktadir (Molakwane, 2010;
Shanker ve dig., 2005). Cr (I1) ise oksit, hidroksit ve siilfat formlarinda bulunup ¢ok
daha az hareketli, su ve topraktaki organik materyale gii¢lii bir sekilde bagl olarak
bulunur. Cr (V1) giiglii bir okside edici ajan olup organik madde varliginda Cr (111)’e
indirgenmektedir. Bu doniisiim asidik topraklar gibi asidik ortamlarda daha hizli
olmaktadir (McGrath ve Smith, 1990). Bununla birlikte Cr (VI)’min yiiksek
diizeyleri, ortamin indirgeme kapasitesinin iistinde olup bir kirletici olarak
davranmaya bagslar. Ayrica Cr (III) de asir1 oksijen varliginda Cr (VI) ’ya
oksitlenebilir ve ¢ok toksik bir forma tekrardan doniismiis olur (Vajpayee ve dig.,

1999).

Krom diinyada en ¢ok bulunan yedinci element olup, yer kabugunda ise 21. siradadir
(McGrath ve Smith, 1990). Cr hava, toprak ve su ekosistemlerinde dogal olarak
bulunmaktadir. Topraktaki dogal bulunurlugu 10-50 mg/kg arasindadir. Tath
sulardaki konsantrasyonu genellikle 0.1-117 pg/L  arasindayken denizlerdeki
konsantrasyonu 0.2-50 pg/L arasindadir. Atmosferdeki Cr konsantrasyonu ise
oldukga farkhilik gostermekte olup 5x10°-1.2x10° pg/m® arasindayken kirli
alanlarda 0.015-0.03 pg/ m® arasindadir (Nriagu, 1988). Krom, tabak yapim,
boyama, alagim, kimyasal maddelerin yapimi (Palmer ve Wittbrodt, 1991), maden
sanayii, pigment, tekstil ve elektro kaplamaciliktaki (Vajpayee ve dig.,1999) yaygin
kullanimina bagli olarak c¢esitli endiistriyel alanlardan dogal su ekosistemlerine
girmektedir. Diinyadaki kullanimi her yil yaklasik 107 ton civarindadir; bunun
yaklasik %60-70’1 gelik ve %15°1 de tabak yapimi, pigment ve elektrokaplamacilik
gibi kimyasal endiistri prosesinde kullanilmaktadir (McGrath ve Smith, 1990; Papp,
1985; Stern, 1982). Bu kullanimlarin neticesinde krom, su, toprak ve hava
ekosistemlerinde ciddi bir Kirletici potansiyeli haline gelmis ve Cr’un gevredeki
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 dig., 2001) . Cevredeki kromun kritik degerlendirmeleri
tizerine detayli derlemeler Kimbrough ve dig. (1999), Kotas ve Stasicka (2000)
tarafindan da yapilmistir. Atik sulardaki izin verilen Cr miktart 2.0 pg/ml iken bu
deger genellikle 2000-5000 pg/mL’yi bulmaktadir (Vajpayee ve dig.,1999).



Kaplamacilik endiistrisi atik sularindaki Cr (V1) ve Cr (111) derisimleri sirasiyla 25-
100 ve 5-50 pg/L arasindayken tabak yapimi endiistrisindeki Cr (1) konsantrasyonu
1500 pg/L olarak tespit edilmistir (Dirilgen ve Dogan, 2002). Atik sulardaki Cr
tirlerinin konsantrasyonlar1 Cr’un kullanildig1 endiistriyel proseslerdeki gesitlilige
bagl olarak degismektedir (Nriagu, 1988). Bu nedenle Cr (V1) maden sanayiinde Cr
(1) ise tabak yapimi, tekstil ve dekoratif kaplama endiistrisi atik sularinda daha
yiiksek diizeylerde bulunmaktadir (Dirilgen ve Dogan, 2002). Krom elementinin

fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 1.1.’de verilmistir.

Tablo 1.1: Krom elementinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Ozdis 2005)

Ortalama atomik kiitle
Kaynama noktasi

Boyca genlesme katsayisi
Yogunlugu
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Atomik yar1 ¢ap1
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Elektron konfigiirasyonu
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2,8,13,1
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1.1.1. Krom kullanim ve Kirliligi

Krom’un baslica kullanicilar1 metaliirjik, kimyasal ve refrakter tugla endiistrileri olup
(Langard, 1980) kromu kullanan diger endiistriler pigment tiretimi, metal kaplama,
korozyonu engelleme, organik sentez, deri tabaklama ve ahsap koruma
endiistrileridir (Yassi ve Nieboer, 1988; Hartford, 1979; Darrin, 1956). Kromun
yaygin endiistriyel kullanimi ¢evreye desarj edilen krom iceren atiklarin yiliksek
hacimlere ¢ikmasma yol agar. Bu atiklarin yani sira, konteynirlarin hatali
ambalajlanmas1 ve depolanmasindan dolay1 sizinti1 da kromun g¢evrede birikimini
arttirtr - (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
(V1) *dir. Cr (Il)’Gin aksine Cr (VI) aquatik sistemlerde yiiksek ¢oziiniirlik ve
mobilite ile siddetli bir kontaminanttir. Cr (V1) kronik ve subkronik etkilerine bagl
olarak U.S.EPA (ABD Cevre Koruma ajansi) tarafindan A grubu insan karsinojeni

olarak siniflandirildig: bilinen bir karsinojendir (Federal Register, 2004).

1.1.2. Cevre ve saghk etkileri

Onceki calismalarda, oksidasyon durumuna bagli olarak kromun biyolojik etkileri
arastirilmistir; Cr (V1) ¢ogu organizmalar i¢in oldukca toksik iken Cr (I1l) daha az
toksiktir (Katz ve Salem, 1993; Wong ve Trevors, 1988). Cr (V1) bilesikleri Cr (I11)
bilesiklerine oranla olduk¢a yiiksek ¢oziiniirliige 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 bagh
oldugunu o6ne stirmislerdir. Cr (VI), Cr (Ill)’e oranla gerek giiclii oksidatif
potansiyeli ve gerekse de hiicre membraninda kolayca difiize olmasi nedeniyle

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

Krom toksisitesi Cr (V1) ’nin daha disiik oksidasyon durumlarina indirgenme
prosesiyle iliskilidir. Cr (V1) *nin Cr (111)’e rediiksiyonu birgok biyolojik sistemlerde
rapor edilmistir; ornegin Cr(V) geg¢is formu, Cr toksisitesindeki olasi onemli
mekanizmalara katilmaktadir (Kawanishi ve dig., 1986). Cr(V) kompleksleri,
NAD(P)H, FADH2, baz1 pentozlar ve glutatyon gibi fizyolojik indirgeyici ajanlar
tarafindan Cr (VI) ’nin rediiksiyonuyla olusmaktadir. Bu kompleksler, OH

radikallerinin  Onemli miktarlarin1  olusturmak ig¢in H,O, ile reaksiyona



girmektedirler. OH radikalleri de diger toksik etkilerinin yani sira direkt olarak DNA
degisikliklerine neden olmaktadirlar (Shi ve Dalal, 1990 ). Diger hiicre i¢i krom-
indirgeyici ajanlar, vitamin C ve B12, sitokrom P-450 ve mitokondriyal solunum
zinciridir (Alcedo ve Wetterhahn, 1990).

Intraseliiler Cr (I111), DNA’nin fosfat gruplari tarafindan tutulmakta ve bu da
replikasyonu, transkripsiyonu etkilemekte ve mutasyona neden olmaktadir
(Bridgewater ve dig., 1994; Costa, 1991; Nishio ve Uyeki, 1985). DNA iizerindeki
oksidatif hasarin krom tarafindan firetilen genotoksik etkinin sonucunda oldugu
distintilmektedir (Luo ve dig., 1996; Itoh ve dig., 1995). Cr (Ill), enzimlerin
karboksil ve siilfidril gruplarina baglanarak enzimlerin yapisini ve aktivitesini
degistirmektedir (Levis ve Bianchi, 1982). DNA polimerazin modifikasyonu ve diger
enzimlerin aktivitesi Cr (I11)’tin magnezyum iyonuyla yer degistirmesi sonucunda
etkilenmektedir (Carlos ve dig., 2001; Travieso ve dig., 1999; Snow, 1994).

1.1.3. Beslenme ve toksisite; insan saghginda riskler

Cr (V1) mutajenik ve kanserojonik 6zelliklerinden dolayt A grubu insan kanserojen
maddesidir. Hekzavalent krom toksik ve mutajenik iken, trivalent krom besinsel
olarak kullanilan formdur. Cr (VI), insan karsinojeni olmasina karsin Cr (III) insan
fizyolojisinde esansiyel bir elementtir ve glukoz ve yag metabolizmasinda rol oynar
(Mertz, 1993; Anderson, 1989). Insanlar, Cr (VI) bilesiklerini inhalasyon, dermal
temas ve yutma yoluyla alabilmektedirler. Cr (V1) ’ya maruz kalindiginda, sindirim
sistemi ve akcigerlerde kansere (Kaufman, 1970), mide bulantisina, ishale,
kanamalara neden olabilir (Gupta ve dig., 2001; Browning, 1969). Cr (V1) ’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
tilserasyonu, mukoz membranlarin irritasyonu, nazal septum, bobrek tiibiil nekrozu
ve solunum yolu enfeksiyonlarinin artmasi gibi bir takim saglik risklerine yol acar

(Flessel, 1979).

Krom ozellikle Cr (I11) ve Cr (V1) gibi farkl tiirleri oldugu igin ¢evrede diizenli
toksik elementler arasinda essizdir ve farkli sekillerde diizenlenmistir. Kimyasal,
toksikolojik ve epidemiyolojik kanitlara dayanarak, Cr (VI) konsantrasyonunun

diizenlenmesinin Cr (l11)’den farkli oldugu belirlenmistir. Kromun biyotoksisitesi



biiyiik 06lgiide biyolojik membranlari ge¢me yeteneginin ve oksitleme giicii
kapasitesinin bir fonksiyonudur (NAS, 1974). Kromun hiicre igerisinde izledigi yol,

toksisite ve mutajenitesi Sekil 1.2’de sematize edilmistir.
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Sekil 1.2: Cr (V1) toksisite ve mutajenitesinin sekilsel diyagrami. (Cheung ve dig.,
2006 ve Vincent ,1994 )

1.1.4. Mikroorganizma-Cr (V1) iliskisi

Hekzavalent kromun bakterilerde rapor edilen goriilebilir etkileri arasinda, hiicre
uzamasi, genislemesi ve genellikle hiicre biiyiime inhibisyonuna yol acan inhibe
olmus hiicre boliinmeleri bulunmaktadir (Coleman ve Paran, 1983; Theodotou ve
dig., 1976). Gram(+) ve Gram(-) bakterilerin morfolojilerinde degisimler Bopp ve
dig., (1983) tarafindan gozlemlenmistir. Arastirmacilar, Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Bacillus cereus ve B. subtilis gibi birkag bakteri tiirii kolonilerinde farkli
derecelerde dejenere olmus hiicrelerin varligindan bahsetmislerdir (Bondarenko ve
Ctarodooboua, 1981). 10-12 ppm’lik Cr (VI) konsantrasyonu sivi besiyerindeki
birgok toprak bakterisi i¢in inhibitor etki gosterir ve genelde gram(-) bakteriler,
gram(+) bakterilere gore Cr (V1) ’ya daha hassastirlar (Ross ve dig., 1981). Cr (VI) ,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, ve Salmonella typhimurium’da da mutajenik
etkilere neden olmaktadir (Petrilli ve De Flora, 1977; Nishioka, 1975; Venitt ve

Levy, 1974). Kromun mutajenik etkileri sadece hiicre membranindan gegtigi zaman



goriilmektedir. Hiicre membranlarindan uzun inkiibasyon ve yiiksek konsantrasyon
gibi ekstrem kosullarda difiize olabilen Cr (ll1)’tin aksine Cr (VI) , hiicre i¢ine
kolayca difiize olabilmektedir. Cr (VI) ’nin  hiicresel aliminin equimolar
cozeltilerdeki Cr (Ill)’e gore en az 10 kez daha fazla oldugu hiicre kiiltiiri
caligmalarinda da gézlemlenmistir (Cupo ve Wettrhahn, 1984; Levis ve dig., 1978;
Gray ve Sterling, 1950). Ancak, hekzavalent kromun ¢ogu hiicre i¢inde askorbik asit,
sodyum stlfit, glutatyon, NADH ve NADPH gibi birtakim indirgeyici ajanlarla

trivalent kroma indirgenir (Petrilli ve De Flora, 1978).

Baz1 ¢aligmalara gore, trivalent kromun DNA iplik¢ik kiriklarina neden oldugu
sonucuna varilmistir (Bianchi ve Levis, 1984; Bianchi ve dig., 1984; De Flora ve
dig., 1984; Tsapakos ve dig., 1983; Tsapakos ve Wetterhahn, 1983; Levis ve dig.,
1978; Tsuda ve Kato, 1977). Cr (VI) bakteri hiicrelerinde baz ¢ifti yer degistirmesi
ve ¢ergeve kaymasi mutasyonlarini igeren genotoksik etkilere neden olur (Petrilli ve
De Flora, 1977). De Flora ve dig. (1984) dengelenmemis niikleotit havuzlarinin bir

cok genel etkisinden bahsetmektedir.

Isikta biliyliyen Euglena hiicrelerinin, karanlikta biiyiiyen hiicrelere oranla Cr (VI)’ya
daha hassas oldugu gozlemlenmistir. Kromun daha diisiik konsantrasyonlari hem
1sikta hem de karanlikta biiyliyen hiicrelerde tolere edilmistir (Cervantes ve dig.,
2001). Cr (II)’in Euglena gracilis 'te biylime hizimi diistirdiigii ve Cr (V1) ’nin lag
biiylime safhasini uzattigi gozlenmistir (Brochiero ve dig., 1984). Euglena’daki
biliylime inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin G-2 fazinda hiicrelerin depresyonuyla
solunum ve fotosentezin inhibisyonu sonucunda gergeklesmistir (Fasulo ve dig.,
1983).

S. cerevisiae’de krom toksisitesinin, fermente edilebilir substanslardaki hiicre
biiylimesine oranla, fermente edilemeyen karbon organik asitlerdeki hiicre biiyiimesi
tizerinde daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Henderson, 1989). Bununla birlikte
diger etkileri oksijen aliminin engellenmesi ve kiigiik mutasyonlarin olusmasi
seklinde gergeklesmistir (Kharab ve Singh, 1987). Bu sonuglar S. cerevisiae
mitokondrisinin krom i¢in Onemli bir hedef organel oldugunu gostermistir

(Henderson, 1989).



1.2. Remediasyon Stratejileri

Remediasyon stratejileri, kamunun krom ile kontamine olmus alanlara maruz kalma
riskini en aza indirmek amaciyla ¢alisilmaktadir. Yaygin remediasyon stratejileri;
hareketsiz birakma sec¢enegi, 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 smirda ise hareketsiz birakma sec¢enegi kabul edilir. Toprak indirgeyici
tiplerinin varligmin bilinmesi bu secenegin uygulanmasi i¢in dnemlidir. Kazi,
basitce kontamine topragin bir yerden baska bir yere tasimimini sagladigi igin
giiniimiizde ¢ok tercih edilen bir metottur. Havalandirma ve isleme metodu sucul
remediasyonda en yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemin amaci
kontaminantlar1 yilizeylerden uzaklastirmak ve engellemektir. Metodun en 6nemli
yani artan konsantrasyondur. Bu konsantrasyon genellikle EPA’nin belirledigi
maksimum kontaminat diizeyinden daha yiiksektir. Toprak katilastirma prosesi Cr
(VI) 'nin yer altt suyuna gegirgen olamayan c¢oziinmeyen kimyasal forma

doniistiiriilerek kontamine topraklarin katilastirmasini igerir (Sharma, 2002).

Cr (V1) 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
(V1) ’y1 uzaklastirmak i¢in kullanilan konvansiyonel yontemler Tablo 1.2°de
verilmistir. Tabloda ayni zamanda bu yOntemlerin avantaj ve dezavantajlart da

belirtilmistir.



Tablo 1.2: Atik sulardan Cr (V1) uzaklastirma teknolojileri (Sencan 2006)

Kimyasal Cokelme

Cok etkili degil

Metal ve su geri kazanimina dikkat
edilmez.

Metot Dezavantajlari Avantajlar1
Zor ayrim
Toksik camur problemi Kolay

Nispeten ucuz

Elektrokimyasal aritma

Yiksek metal konsantrasyonlari i¢in
uygulanmasi

Spesifik kosullara (girisim yapan
bilesiklerin varligi) kars1 hassas

olmasi

Yiiksek ilk yatirim ve isletme maliyeti

Metal geri kazanimi

Yiiksek basingta ¢calismasi

Ters osmoz Membran tikanmast Cikis suyu saftir(yeniden
kullanilabilir).
Pahali
Partikiillere hassas Etkili
Iyon degisimi
Recinelerin pahali olmasi Metal geri kazanimi
miimkiin

Adsorbsiyon Bazi1 metaller igin etkili olmamasi Konvansiyonel sorbent

kullanim

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

(Nakiboglu ve Sevindir, 2006; Srinath ve dig. 2002; Kivang ve dig. 1996). Bu

yiizden yeni yontemlerin arastirilmasina yonelim artmistir.
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1.3. Biyolojik Temizleme (Biyoremediasyon)

Endiistriyel atiklardan kaynaklanan atik {irinler her zaman ¢evre i¢in ciddi problem
olurlar, ¢iinkii bu iirlinler dogal olarak yiiksek konsantrasyonlarda olugmazlar (lsa ve
dig., 2008). Kontamine olmus toprak ve yer alt1 sulari ile ilgili problemler, genellikle
atik sularin diizgiin bigimde imhasi i¢in gerekli bilgi ve becerilerin eksikliginden
dolay1r dogru iyilestirme olmaksizin endiistriyel atiklarin ¢evreye antropojenik
katilimlarinin bir sonucudur. Sonug¢ olarak bu kirliligin magduru su yiizeyleri ve
topraktir, dyle Ki insan ve hayvanlarin tilketmeleri dahi s6z konusu olabilir (Krishna
ve Philip, 2005). Insan saghig icin biiyiik bir tehdit olan bu durum endiistrilerce
tiretilen atiklarin remediasyonunu gerektirir, bu ayrica diizensiz kullanimdan dolay1
yillarca olusan atiklari da igerir (Spain, 2003; Vidali, 2001). Cevreye verdikleri bu
zarar1 en aza indirgemek i¢in biyolojik ve biyolojik olmayan bir ¢ok uygulama
yapilmaktadir. Biyolojik olarak yapilan temizleme cesitli avantajlarindan dolay:

diger yontemlere tercih edilmektedir.

Biyoremediasyon islemi, toprak ve yer alti sularinda kirlilik yaratan organik
bilesiklerin dogada dogal olarak bulunan mikroorganizmalar tarafindan biyolojik
olarak pargalanarak ¢evreye daha az zararli bilesiklere doniistiiriilmesi ile kirlenen
bolgelerin temizlenmesi islemidir. Biyoremediasyon yontemi, mikrobiyal toplulugun
yogunlugu ve bilesimi, kirlilik yaratan organik bilesiklerin doniisiim hizi, ¢evresel
faktorler, substrat faktorleri ve mikrobiyal faktorlerden etkilenmektedir. Temel
cevresel faktorler nem, havalandirma, sicaklik, pH ve besin miktaridir. Toksiklik,
derisim, ¢Oziiniirliik, ucuculuk ve kimyasal yapisi ile ilgili substrat 6zellikleri de
biyolojik ~ doniisimii  etkilemektedir. Mikrobiyal faktorler ise o Dbilesigi
parcalayabilecek mikroorganizmanin varligi, mikrobiyal toplulugun aligtirilmast ve

ekolojik faktorlerdir (Roberts, 1992).

Biyoremediasyon isleminin ¢evre Kkirliligini gidermek i¢in yararlanilan diger
yontemlere gore c¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 s6z konusudur. Ekonomik olarak
diger yontemlere gére daha ucuzdur. Cevre biyoremediasyon islemlerinden sonra
tamamiyla 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 o6lcek biiyiitmek zordur.

Sicaklik, pH, nem igerigi, besin ve oksijen derisimi c¢evre kosullar1 ile
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degisebilmektedir. Kirleticilerin yiiksek derisimleri, mikroorganizma {iremesi iizerine
toksik etki yapabilmektedir. Bazi kirleticiler biyodegredasyonla parcalanmamaktadir.
Bu da diger temizleme islemlerine oranla daha uzun zaman alabilmektedir (Eweis ve
dig.,1998).

1.4. Mikrobiyal Cr (V1) Biyoremediasyonu

Bioremediasyon bir¢ok sanayi iilkesinde son otuz yildir tamamen ticari teknoloji i¢in
laboratuarda gelistirilmistir. Basarili bir remediasyon diizeni mikrobiyal toprak
populasyonunun kontaminantlar1 katabolize etme yetenegine baghidir. Agir metaller
toprak biyokiitlesi tizerinde toksik etki gosterirler ve anahtar mikrobiyal siireci
etkileyerek mikroorganizmalarin sayilarini ve aktivitelerini azaltirlar (Obbard, 2001).
Mikrobiyal populasyonun genellikle toprak ekolojisi iizerindeki insan kaynakli
etkilerin kolay ve duyarli bir gostergesi oldugu ileri siriilmistir. Cr (VI) ’nin
toprakta mikrobiyal populasyonun bilesiminde degisimlere sebep oldugu kesindir ve
yiiksek konsantrasyonlari mikrobiyal hiicre metabolizmasinda zararli etkilere neden
olmaktadir. Agir metallerin endiistriyel kaynakli toprak kontaminasyonlar1 hakkinda
oldukga az ¢alisma rapor edilmistir (Schulin, 2007). 1970’lerde Cr (V1) indirgeme
yetenegine sahip ilk mikrobun kesfinden beri (Romanenko ve Korenkov, 1977), Cr
(V1) indirgeyen mikroorganizmalar iizerine arastirmalar izole edilmis ¢ok sayidaki
sus ile hevesle takip edilmistir. Son yillarda aerobik bakterilerden izole edilen ve
saflastirilan Cr (V1) rediiktazlara bagh olarak anaerobik sartlar altinda olusan Cr
(V1)  indirgemesini iceren prosesler de anlasilmaya baslanmakta ve kromla
kontamine bdlgelerin iyilestirmesi i¢in biyolojik prosesler ¢ok umut verici hale
gelmektedir. Cr (V1) remediasyonu ve azaltilmasi i¢in gelistirilen teknolojilerde, ya

in situ mikrobiyal stratejileri ya da in situ biyoremediasyon stratejileri kullanilir.

2003 yilinda deri sanayinden izole edilen ve kroma direngli bir sug olan Candida
maltosa ile yiiksek Cr (V1) konsantrasyonlarina direnci ve kimyasal olarak krom
indirgeme yetenegi calisildi. Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae ve
Yarrowia lipolytica gibi ii¢ laboratuar susu ile karsilastirildiginda C. maltosa’nin 100
mg/mL kadar yiiksek kromat konsantrasyonuna tolaransli oldugu bulundu. Ek olarak
bu fenotipik 6zellik susun Cr (V1) indirgeme yetenegine sahip oldugunu gosterdi.
Kromat indirgemesi hem hiicre ekstraktlarinda hem de bozulmamis hiicrelerde

(kromat igeren toprak ya da besiyeri kiiltlirlinde biiyliyen hiicreler) goézlendi.
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Raorathinam ve dig., (2007) karisik Pseudomonas kullanarak karsinojenik Cr
(VI)’nin biyolojik uzaklastirmasini rapor etti. Bu ¢alismada bataklik araziden izole
edilen Pseudomonas kiiltiirleri uygulanarak Cr (VI1)’nin Cr (11l)’e aerobik
indirgemesi rapor edildi. Sicaklik, pH, krom konsantrasyonunun rolii ve mikrobiyal
Cr (VI) indirgemesindeki katkilar incelendi. 300 ppm’lik Cr (V1) konsantrasyonunda
bile indirgemenin tamamlanmasi miimkiin olmaktadir. (SO*) gibi iyonlar ve poli-
fenoller Cr (V1) indirgemesi ile iliskili metabolik aktiviteyi inhibe ettiler. Optimal
kosullarda 100 mg/L Cr (V1) 180 dakika i¢inde tamamen indirgendi.

Okeke (2008) sudan izole tuz tolere eden bir bakteri olan Exiguobacterium sp. GS1
ile hekzavalent kromun biyolojik uzaklagtirmasini galisti. Calisma sonuglari izolatin
12 saat icinde 6nemli dl¢lide hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyonlarda (1-200
ug mL/1) Cr (V1) *y1 uzaklastirdigini gosterdi. Benzer olarak izolat genis bir sicaklik
araliginda (1845 °C) ve baslangic pH(6-9)’da Cr (V1) ’y1 6nemli dlgiide indirgedi.
Optimum sicaklik ve optimum baslangi¢ pH degerleri sirasiyla 35-40 °C ve 7-8’dir.

Yang ve dig., (2009) Cin’in Hunan sehrinde bir gelik-alasim fabrikasinda krom
iceren cilirufla kontamine olmus topraklarda dogal bakterilerle Cr (VI)
remediasyonunu rapor ettiler. Onlarin sonuglari kontamine topraklarda yeterli besin
saglandiginda, 10 giinde % 97.8 oranda azalma ile total Cr (VI) konsantrasyonuna
ait, baglangi¢ degeri 462.8 mg/kg’dan 10 mg/kg’a diismiistiir. Suda ¢oziinen Cr
(VI)’nmin baslangi¢c degeri 383.8 mg/kg’dan 1.7 mg/kg’a diismiistiir. Degistirilebilir
ve karbonat bagl Cr (VI) sirasiyla % 92.6 ve % 82.4 oraninda uzaklastirilmistir.

1.5. Bakteriyal Cr (VI) Indirgemesi

Krom indirgeyen bakteriler yillarca ¢alisilmasina ragmen, Cr (VI) indirgeme
mekanizmasi ve biyokimyasi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Cr (VI) ’nin hiicrelerce
almip alinmadigr ya da sitoplazma veya periplazmada disariya transfer edilen
elektronlarca indirgenip indirgenmedigi hala belirsizligini korumaktadir. Hiicreler ve
metal oksitler arasindaki direk etkilesimin enerji korunum siireclerini gerektirdigi
gosterilmistir (Arnold ve dig., 1988). Topraklarda Cr (VI) indirgemesi genellikle
elektron ¢ukuru olarak hareket edebilen ve reaktif organik ve inorganik elektron
kaynaklarindan elektron kabul edebilen oksijen, nitrat, demir ve manganez gibi
elektron akseptorleri varligmma baglidir. Elektron dondrleri fazla ve yukarida

bahsedilen elektron akseptorleri diisilk oldugunda sartlar Cr (VI) indirgemesini
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destekleyecektir. Hekzavalent krom oksitleyici bir ajandir ve asagida Esitlik 1.1°de
gosterildigi gibi uygun elektron dondrleri varliginda kolayca indirgenir (Sharma,

2002).
HCrO, ~ +7H* +3e~ < Cr*+4H, 0 (Esitlik 1.1)

Cr (VD) ’y1 Cr (IllI)’e indirgeme yetenegindeki mikroorganizmalarin kesfi bu
stratejilerin gelismesinde 6nemli bir potansiyele sahiptir. 1977°de ilk kez rapor edilen
bakteriyel suslardan Pseudomonas, Rus bilim adamlari N.A. Romanenko ve V.
Korenkov tarafindan kromatla kontamine olmus aritma ¢camurundan izole edilmistir.
1977°den sonra Bacillus cereus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa, P. ambigua, P.
fluorescens, E. coli, Achromobacter eurydice, Micrococcus roseus, Enterobacter
cloacae, Desulfovibrio desulfuricans ve D. vulgaris gibi tiirlere ait kromat indirgeyen
birtakim suslar rapor edilmistir (Lovley, 1994). Ayrica Bacillus spp., E. coli ATCC
33456, Shewanella alga BrY-MT ve birka¢ kimligi tanimlanmamis susun Cr (VI)
indirgedigi baz1 ¢aligmalarda gosterilmistir (Camargo ve dig., 2003a; Guha ve dig.,
2001).

Beveridge ve Mclean (2000) kromla kapli bakir arsenatla kontamine olmus bir
bolgeden krom indirgeyen bakterinin izolasyonunu ve karakterizasyonunu
calismistir. Bu c¢alisma sonunda, ¢dzlinmeyen bir ¢okeltide hekzavalent kromu
indirgeme yetenegine sahip olan, kromla kontamine bir bdlgeden 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 c¢ikarmistir. CRBS, kromatin yiiksek konsantrasyonunu tolere
edebilmekte olup, aerobik ve anaerobik sartlarda Cr (VI) indirgeyebilmektedir.
Ayrica 48°C ve 37°C arasinda, diisiik besin sartlar1 altinda ve pH 4-9 diizeylerinde
genis bir aralikta krom indirgeme verimliligi sergilemektedir. Donati ve arkadaslar
(2001) Thiobacillus ferrooxidans’da Cr (VI) indirgemesini etkileyen faktorleri
calismuistir. Enerji kaynagi olarak siilfiir kullanan T. ferrooxidans kiiltiirlerinin Cr
(VD) indirgeme yeteneklerinin yiiksek indirgeme giicii ile siilfiir bilesiklerinin
(stilfit, tiyosiilfat ve politiyonatlar) jenerasyonuyla oldugu bildirilmistir. Diger Cr
(VD) indirgeyen mikroorganizmalarin aksine, T. ferrooxidans diisik pH’da daha

yiiksek Cr (VI) indirgemesi gostermistir. Ayrica kiiltiirin yas1 ile beraber Cr (VI)
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indirgemesi de artmustir. T. ferrooxidans hiicreleri terminal elektron akseptorii olarak

Cr (V1) ile anaerobik sartlar altinda biiyiime kapasitesine sahiptir.

Bakteriler sitokromlar1 da igeren elektron transport sistemleri araciligiyla aerobik ve
anaerobik sartlar altinda Cr (V1) ’y1 indirgeyebilirler. Cr (V1) indirgemesini igeren
slire¢ aerobik ve anaerobik sartlar altinda olabilir (Cheung ve Gu, 2007). Aerobik ve
sartlar altinda enzimatik ve diger araci maddelerle Cr (V1) indirgeme mekanizmasi

Sekill.3’te gosterilmistir.

Karbonhidrat, protein, yaij ve H. Oksictasvon irinlesi veH

|

Sekil 1.3: Aerobik ve anaerobik sartlar altinda enzimatik Cr (V1) indirgeme
mekanizmasi1 (Wang ve Shen, 1995).

Acrobik sartlar altinda iki-iic basamakta olusan kisa omiirlii Cr(V) ve Cr(IV)
olusumundan sonra, Cr (VI) indirgemesinin stabil son tiriinii olarak Cr (Il) olusur.
Cr(V)in Cr(IV)’e ve Cr (Ill)’e indirgenmesinin enzim araciligi ile mi yoksa
kendiliginden mi oldugu bilinmemektedir. Cr (V1) indirgemesi siirecinde NADH,
NADPH ve endojen elektron rezervleri, elektron donorii olarak islev goriirler. ChrR
enzimi gegici olarak bir elektron mekigi ile Cr (VI) ’y1 Cr(V)’e indirger, ara iiriin

Cr(V)’in bir kismi reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretmek i¢in kendiliginden tekrar
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oksitlenmesine ragmen bunu takiben iki elektron transferi ile Cr (I11) iretilir. YieF
enzimi ise li¢ elektronun Cr (l11)’e verildigi ve birinin de oksijene transfer edildigi
dort elektron transferi ile Cr (V1) *nin Cr (111)’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 (V1) , solunum zincirinde karbohidratlar, proteinler, yaglar,
hidrojen, NAD(P)H ve endojen elektron rezervlerini igeren uzun bir dizi dondrler
icin terminel elektron akseptorii olarak hizmet eder. Tipik anaerobik Cr (VI)
indirgemesi Sekil 1.3’te gosterilmistir (alt hat). SR ve MR sirasi ile ¢Oziiniir ve

membrana bagiml rediiktazlari temsil etmektedir (Cheung ve Gu, 2007).

Bu giine kadar Cr (VI) indirgeme mekanizmasi c¢alismalari Vibrio fischeri
(Fulladosa ve dig., 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 dig., 1990) gibi bir ¢ok tiir
izerinde yapilmistir. Ancak kromun ara iriin formlart Shewanella oneidensis
(Daulton ve dig., 2007; Neal ve dig., 2002) ve Pseudomonas ambigua G-1 (Suzuki
ve dig., 1992) gibi birkag bakteriyel susta incelenmistir (Codd ve dig., 2006).

1.6. Cr (VI) Direnclilik Mekanizmasi

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

tanimlanmastir;

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

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

(Ackerley ve dig., 2006),

e RecA, RecG, RuvAB gibi SOS yaniti enzimlerinin DNA hasar tamiri igin
tiretimi ( Hu ve dig., 2005; Llagostera ve dig., 1986; Miranda ve dig., 2005),
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e Fenton reaksiyonu ile yiiksek oranda reaktif hidroksil radikallerin {iretimini
engellemek i¢in ayr1 tutmaya hizmet eden demir aliminin regiilasyonu

(Brown ve dig., 2006)

e Cr (V) ’nin, hiicre ylizeyinde lipopolisakkarit ligantlarin fonksiyonel gruplari
ile reaksiyon veren Cr (lll)’e hiicre dis1 indirgenmesi (Flemming ve dig.,
1990; McLean ve dig., 1990; Snyder ve dig., 1978).

Bazi durumlarda Cr (V1) direngliligi siilfat alim mekik sistemi gibi alim
mekanizmalarmin regiilasyonu ile iligkilidir. Kromatin yapisal olarak siilfata olan
benzerliginden dolayi, kromat bazi tilirlerde siilfat transport sistemini kullanarak
hiicreden geger. Membran1 gegtikten sonra gesitli enzimatik ve enzimatik olmayan
aktivitelerle, mutajeniteyi artiran DNA transkripsiyonu ile sonuglanmasina aracilik
eden Cr (I1)’e indirgenir (Cervantes ve dig., 2001). Ek olarak, Cr (111) karboksil ve
tiyol gruplar ile reaksiyona girerek enzimlerin yapi ve aktivitelerini degistirebilir ve
cesitli toksik etkilerini sitoplazmada sergileyebilir (Cervantes ve dig., 2001). Hasar

ve diren¢ mekanizmalar Sekil 1.4’te gosterilmistir.
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Sekil 1.4: Bakterilerde Cr (V1) direnglilik mekanizmasi (Ramirez-Diaz ve dig.,
2008).

Kromatin hiicreyi geg¢mesi i¢in kullanilan kromozom kodlu siilfat alim yolag:
mutasyona ugradiginda (X) kromatin transportu da azalir (A). Cr (VI) ’nin

extraseliiler indirgenmesi Cr (I11)’iin hiicre membranindan gegisini engeller (B). Cr
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(V1) ’nin hiicre i¢i indirgenmesi protein ve DNA hasarlariin yani sira oksidatif
stresler de iretebilir (C). Detoksifiye edici enzimler kromatin toksik etkilerini
minimize eden oksidatif strese karsi korumaya katilirlar (D). Plazmid kodlu
transportirlar kromati1 sitoplazmadan sizdirabilirler(E). DNA tamir sistemleri krom
tiirevlerince olusturulan hasarlara karsi korumaya katilir (F) (Ramirez-Diaz ve dig.,

2008).

Cesitli kromat direngli bakteriyel izolatlar calisildiginda Cr (V1)  direnglilik
mekanizmasinin kromozomal genler veya plazmidlerle kodlanabildigi belirtilmistir
(Cervantes ve Campos-Garcia 2007). Genellikle plazmidler tarafindan yerlesmis olan
genler kromat iyonunun direkt olarak stoplazmadan disar1 akmasima aracilik eden
membran tranportirlarint  kodlarlar. Diger taraftan bakteriyel kromozomlarda
kodlanan direnglilik 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 iligkilidir (Das, 2009).

Bazi1 metallerin ortamdaki kalici niteligi mikrobiyal topluluklarda ve aktivitelerinde
onemli degisimlere yol acar. Agir metallerin gerekli fonksiyonel gruplar
engelleyerek, esansiyel metal iyonlarmin yerine gecerek ve biyolojik molekiillerin
konformasyonlarint degistirerek mikrobiyal biiylimeyi 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 baglhdir. Bakterilerde agir metal direngliligi icin
onerilen direncglilik mekanizmalari; gecirgenlik bariyeri ile diglama, aktif tagima ile
dislama, hiicreye bagl 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 bilesenlerinin tiretimini arttirma,

e hasarli hiicre bileseni tamirinin verimliligini arttirma,

e plazmid kodlu diren¢ mekanizmasinin kullanimi

Bu mekanizmalar ya tek baglarma ya da cesitli kombinasyonlarla olusabilirler.

Metallerin ¢evredeki siirekliligi direngli ya da indirgeme kapasitesine sahip suslari
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secer. Cr (VI) (kontamine metal) isleme—atik buharlastirma havuzlarindan izole
edilen organizmalarin krom toleransinin bu bolge disinda karsilastirilanlarda daha
fazla oldugu bulunmustur (Losi ve Frankenberger, 1994). Plazmid iliskili bakteriyel
direnglilik Streptococcus lactis (Efstathiou 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 (V1)
direng kaybimmi ve susun Cr (VI) diren¢ yetenegi kazanmasiyla sonuglanan

saflagtirllmis plazmid DNA ile yapilan plazmidsiz Susun transformasyonunu

gostermistir(Bopp ve dig., 1983)

1.7. Cr (VI) indirgeyen Bakteriler

Tablo 1.3: Bilinen krom(V1) indirgeyen bakteriler (Molakwane 2010)

Tiir isimleri

izolasyon Sartlar

Referanslar

Achromobacter sp. StrainChl Anaerobik Zhu ve dig., 2008
Agrobacterium radiobacter EPS-916 Aerobik-Anaerobik Llovera ve dig., 1993
Alcaligenes eutrophus Aerobik Nies ve Silver, 1989
Bacillus megaterium TKW3 Aerobik Cheung ve dig., 2006
Bacillus sp. Aerobik Chirwa ve Wang, 1997
Bacillus sp. ES 29 Aerobik Camargo ve dig., 2003b
Bacillus subtilis Anaerobik Carlos ve dig., 1998

Bacillus drentesis Aerobik Molakwane ve Chirwa, 2009
Bacillus mycoides Aerobik Molakwane ve Chirwa, 2009
Bacillus thuringiensis Aerobik Molakwane ve Chirwa, 2009
Deinococcus radiodurans R1 Anaerobik Frederickson ve dig., 2000
Enterobacter cloacae Strain HO1 Anaerobik Wang ve dig., 1989(a)
Enterobacter sp. Aerobik Molakwane ve Chirwa, 2009
Escherichia coli ATTC 33456 Aerobik-Anaerobik Shen ve Wang, 1994b
Lycinibacilus sphaericus Aerobik Molakwane ve Chirwa, 2009
Ochrobactrum sp. Aerobik Zhiguo ve dig., 2009
Pantoea agglomerans SP1 Anaerobik Francis ve dig., 2000

Pseudomonas fluorescens

Aerobik-Anaerobik

Bopp ve dig., 1983, Ohtake ve dig., 1987

Pseudomonas fluorescens LB300 Aerobik Bopp ve Ehrlich, 1988
Pseudomonas putida MK1 Anaerobik Park ve dig., 2000
Pseudomonas sp. Aerobik Gopalan ve Veeramani, 1994
Pseudomonas spp. Anaerobik Mclean ve Beveridge, 2001
Pseudomonas aeruginosa Aerobik Aguilera ve dig., 2004

Providencia sp

Aerobik-Anaerobik

Thacker ve dig., 2006

Shewanella alga (BRYMT) ATCC 55627

Aerobik-Anaerobik

Guha ve dig., 2001

Shewanella putrefaciens MR-1

Anaerobik

Myers ve dig., 2000
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Romanenko ve Koron’Kev (1977)’in ¢aligmasindan sonra bazi arastirmacilar gesitli
sartlar altinda Cr (VI) indirgemesini katalize eden yeni mikroorganizmalar izole
ettiler (Ackerley ve dig., 2004; Ramirez- Ramirez ve dig., 2004; Ganguli ve Tripathi,
2002; Chirwa ve Wang, 1997; Suziki ve dig., 1992; Baldi ve dig., 1990; Ohtake ve
dig., 1990;). Bilinen Cr (VI) indirgeme bakterileri Tablo 1.3’de verilmistir.

1.8. Cr (VI) indirgeme Yollari

Mikroorganizmalar  bazi  oksidasyon-rediiksiyon  reaksiyonlarma  katilarak
metabolizmalari i¢in enerji elde ederler. Tiim mikrobiyal prosesleri yoneten itici gii¢
olan elektron transferleri fotosentez ortamlarinda meydana gelmez. Cevreye bagimli
mikroorganizmalarda enerjinin korunumu igin g¢esitli oksidasyon-rediiksiyon
ciftlerine aracilik etme yetenekleri uyarlanmis ve gelistirilmisitir. Bazi Cr (VI)
direngli bakteriler Cr (VI) ’y1 Cr (ll)’e indirgeyerek biiyiiyebilmektedir. Cr (VI)
indirgemesi bazi bakterilerin hayatta kalmak igin ortamin detoksifikasyonuyla
savunma mekanizmasi olarak kullandig1 tesadiifi indirgeme siireci olarak kabul
edilir. Son zamanlarda terminal elektron akseptorii olarak Cr (VI) ’y1 kullanma
yetenegi siilfat indirgeyen bir bakteri grubunda ve Pantoea agglumerans’da

gosterilmistir (Francis ve dig., 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 siireclerde Cr (VI) , biliyiime ve
hiicre korunmasi i¢in enerji korunumuyla sonuglanan proses olan membran elektron-
transport solunum zincirinde bir terminal elektron akseptorii olarak islev goriir
(Lovley ve Phillips, 1994; Ishibashi ve dig., 1990; Horitsu ve dig., 1987). Katabolik
ya da solunumla ilgili proseste elektronlar NADH elektron donériinden Cr (VI1)’ya
aktarilir (Chirwa ve Wang, 1997; Suziki ve Fukuda, 1990).

Cr (VI) indirgemesinin katabolik dogas1 daha evvel Wang ve dig., (1990) tarafindan
yapilan indirgenmis kromun agirlikli olarak besi yerinde bulundugu ve Enterobacter
cloacae HO1’in pargalanmig hiicrelerinde sadece % 30’dan daha azinin Serbest
birakildigi tiim hiicre ve pargalanmis hiicre deneylerinde gosterilmistir. Shen ve
Wang (1993) Cr (VI) indirgeyen E.coli ATCC 33456 ile galisarak bu sonuglari
dogrulamiglardir. Daha sonraki deneylerde, indirgenmis kromun sadece %10’unun

hiicreler icerisinde biriktirildigi belirlenmistir.
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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 ve Indirek Cr (V1) indirgemesi

Shen ve Wang tarafindan yiiriitillen ¢alismalar (Shen ve Wang, 1993) E. coli’de
¢oziinlir kromat rediiktaz varligini 6ne siirdii. Baska bir grup gram negatif bakteride,
Pseudomonas sp CRB5’de Cr (VI) indirgemesine stoplazmada yerlesmis ¢oziiniir
bir enzimle aracilik ettigi bulundu (McClean ve Beveridge, 2001). Gram negatif
bakterilere ek olarak ¢oziiniir enzim rediiktazlar ayrica gram pozitif bakterilerde de
gozlendi. Bacillus coagulans’da ¢oziiniir enzimle kromat indirgemesi igin elektron

donorii olarak NADH tercih edilmektedir (Philip ve dig., 1998).

Direk enzimatik indirgemede 1 mol okside NADH basina iki elektron transfer edilir.
Pseudomonas fluorescens LB300’de, ChroA rediiktaz enzimi Cr (V1) 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 1.2 ve 1.3’te gosterildigi gibi krom
hidroksit(Cr(OH) ; () olarak ¢kmesini kolaylastirir (Zakaria ve dig., 2007; Brock
ve Madigan, 1991).

CRB
3e
CrO/~ +8H"+6e _/ , Cr" +4H,0 neutral pH _ Cr(OH); + 3H" + H,0
(Esitlik 1.2) >

3CH3;COO™ + 4HcrO, + 4CrO,* + 33H* 8Cr¥* + 6HCO; + 20H,0

(Esitlik 1.3)

—

Esitlik 1.2 Cr (VI) indirgeyen bakterilerce katalizlenen jenerik bir Cr (VI)
indirgeme reaksiyonunu gosterirken, Esitlik 1.3 elektron dondrii olarak basit bir
karbon kaynagiyla Cr (VI) indirgemesini gosterir. Ayrica diger yag asidi hidroliz

biyoiiriinleri Cr (V1) indirgemesi igin elektron donorii olarak hizmet edebilir.
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Cr (V1) indirgemesi i¢in yaygin iki yolak Sekil 1.5’te gosterilmistir, bunlardan ilki
Cr (VI)’nin Cr (Ill)’e direk olarak ¢oziinlir ya da membran iligkili bir rediiktazla
indirgenmesidir (B) (Chirwa, 2001), ikincisi ise stabil olmayan bir ara iiriin olan
Cr(V) formunu igeren Cr (VI) indirgemesidir (A) (Suziki ve dig., 1990). Ilk yolak
yaygin bi¢imde Bacillus’da gozlemlenmisken, ikincisi Pseudomonas tiirlerinde

gbzlemlenmistir.
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Sekil 1.5: Cr (V1) indirgeme yollari: (A) NAD(P)H oksidasyonu ile kolaylastiriimis
gecici trlin Cr(V) araciligiyla adim adim indirgeme (Suziki ve dig., 1990) ve (B)
NADH oksidasyonu ile kolaylastirilmis ¢oziiniir rediiktaz Chro A ile direk indirgeme
(Chirwa, 2001).

Cr (V1) indirgemesi diger tiirlerde, spesifik olmayip Sitokromlarin 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 tiriiniin biiylimek i¢in hidrojen ya da organik asitlerin
oksidasyonunda giftlesmis Cr (V1) indirgemesinden korunan enerji ile solunum
elektron akseptorii gibi Cr (V1) ’y1 kullanarak enerji elde ettigi gosterilmistir (Francis
ve dig., 2000; Tebo ve Obraztsova, 1998). Bu gozlemler glukoz, pepton, ve biyolojik
Cr (VI) indirgemesini basarmak i¢in her zaman gerekmeyen triptoz gibi yiiksek
oranda bozunabilir substratlarin varligini gosterir. Daha uzun siireli olan bu

gozlemlere gore, enerjice zengin molekiiller hiicrenin merkezi metabolik sistemi i¢in
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ara Urlin ya da karbon kaynagi 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 dig., 2000; Oh ve
Choi, 1997; Clark, 1994; Yamoto ve dig., 1993; Suziki ve dig., 1992). Krom
indirgeyen bakteriler Cr (VI) ’y1 ya ¢Oziinir ya da membrana bagli enzim
sistemleriyle indirgeyebilirler. Membran iliskili kromat reduktaz aktivitesi ilk kez
hiicre yiizeyinde gozlenen ¢oziinmeyen formdaki indirgenmis kromat ¢okeltilerinde
yer alan Enterobacter cloacae HO1’de galisilmistir. Elektron dondrii olarak fenazin
metosiilfat (PMS) indirgeyen askorbat varliginda Enterobacter cloacae HO1’in dis
membran keseciklerinin sag tarafinda yiiksek kromat indirgemesi gozlenmistir
(Wang ve dig., 1989b). NADH’tan kromata elektron transfer eden membran iliskili
esas enzim Bopp ve dig., (1983) tarafindan aciga c¢ikarilmistir. Shewanella
putrefaciens MR-1 kromat rediiktaz aktivitesi anaerobik olarak biiyliyen hiicrelerin
stoplazmik membrani ile iliskilendirildi (Myers ve dig., 2000). Format ve NADH,
kromaz rediiktaz igin elektron donorii olarak hizmet etmistir. Elektron donérii olarak
NADPH ve L-Laktat saglandiginda aktivite olmadigi gozlenmistir. Ancak bunun
icin, Shewanella putrefaciens’in aksine Pseudomonas putida’da NADPH bir elektron
dondriidir (Park ve dig., 2000).

1.8.2.1. Aerobik rediiktazlar

Daha 6nce Pseudomonas’lardan Cr (V1) rediiktaz saflastirmasinin yapildigi ¢esitli
caligmalar rapor edilmistir. Ishibashi ve dig., (1990) P. putida PRS 2000’den ¢6ziiniir
bir Cr (V1) rediiktaz1 kismen saflastirdi. Suzuki ve dig., (1992) P. ambigua G-1’den
38 kat daha saflastirilmis ¢oziiniir bir Cr (V1) rediiktaz rapor ettiler. Daha sonraki bir
aragtirmada, bu rediiktazi kodlayan genin, Vibrio harveyi KCTC 2720’nin Cr (VI)
indirgeme aktivitelerine sahip olan nitrorediiktazina %358 oraninda yiiksek bir
niikleotit sekans homolojisi sergiledigi bulunmustur (Kwak ve dig., 2003). Park ve
dig., (2000) P. putida MK 1’den 600 kat daha ¢oziiniir bir Cr (V1) 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 dig., 2002). Ackerley ve dig., (2004)
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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 geninin, ChrR ile yiiksek bir homolojiye
sahip oldugu bulunmustur. Bu gen klonland1 ve kodlanan protein YieF, 35°C ’de
maksimum Cr (V1) indirgemesi gosterdi (Park ve dig., 2002). Son zamanlarda bir
membran iligkili Cr (V1) rediiktaz da iki boyutlu jel elektroforezinde saptanan B.

megaterium TKW3’iin proteomundan tanimlanmistir (Cheung ve dig., 2006).

1.8.2.2. Anaerobik rediiktazlar

Anaerobik kosullar altinda Cr (VI) indirgeme siirecine aracilik eden hem ¢oziiniir
hem de membran iliskili enzimler bulundu. Aeroblardan izole edilen Cr (VI)
rediiktazlarin aksine, anaeroblarin Cr (V1) indirgeme aktiviteleri, solunum zincirleri
boyunca hazir olarak elektron mekigi katalizleyen elektron transfer sistemleri ile
iligkilidir (Wang ve Shen, 1995). Sitokrom b ve sitokrom c gibi sitokrom ailelerinin
siklikla enzimatik anaerobik Cr (V1) indirgemesinde rol aldig1 gosterilmistir. Cr (V1)
indirgeme aktivitelerine sahip olan anaeroblarin yaygin bi¢cimde ortaya g¢ikmasi,
reaksiyonu kolaylastirmak i¢in fiziksel sartlarin modulasyonu ve sadece besinlerin
eklenmesini gerektirecek olan Cr (VI) ile kontamine sedimentlerin in situ

biyoremediasyonu i¢in biiylik potansiyel sunar (Turick ve dig., 1996).
1.8.2.3. Krom varhginda kromat rediiktazlarmn indiiklenmesi

SDS-PAGE kullanilarak yapilmis ve kromat rediiktazin molekiiler agirligi hakkinda
bize fikir verebilecek birka¢ ¢alisma mevcuttur. Park ve dig., 2000 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada Pseudomonas putida MK1’den  saflastirdiklar1 kromat
rediiktazin molekiiler agirliginin yaklagik 20 kDa oldugunu belirlemislerdir. Suzuki
ve dig. (1992), P. ambigua’dan saflastirilan kromat rediiktazin SDS-PAGE ile
molekiiler agirligimin 25 kDa ve Native-PAGE ile 65 kDa civarinda oldugunu
bildirmislerdir (Suzuki ve dig., 1992). P. aeruginosa (Ganguli ve Tripathi, 2001) ve
Ochrobactrum sp.(Thacker ve Madamwar, 2005)’de bu protein yaklasik 30 kDa
agirhigindadir. 100pg/ml Cr (V1) 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 (Zahoor ve
Rehman, 2009). Abskharon ve dig., (2009) ‘nin Escherichia coli ASU 7 ile yaptiklari
bir ¢alismada, 0, 1, 5, 10, 20 ve 30 ppm krom konsantrasyonlarinda firettikleri
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hiicrelerin %12’lik SDS-PAGE protein profili analizlerine gore, krom stresi altinda
bazi1 protein setlerinin indiiklendigini ifade ederek 77, 48, 15 ve 13 kDa’luk protein
bantlarin1  tamimlamiglar ve sonuglarinin  Thacker ve Madamwar (2005)’in
sonuglarina benzer oldugunu rapor etmislerdir. Diger yandan Orchrobactrum
anthropi  CTS-325 susu ile yapilan bagka bir ¢alismada ise 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125,
0,0625 mmol/L krom konsantrasyonlarinda ve krom icermeyen ortamda iiretilen
hiicreler kromatla indiiklendiklerinde yaklasik olarak 23 kDa 6zdes alt iinitelere
sahip bir dimer olarak olusan bir proteinin miktarinda krom konsantrasyonuna bagli

olarak artis oldugu rapor edilmistir (Cheng ve dig., 2009).

Jel elektroforezinin yan1 sira kromat baglayan proteinleri niikleer manyetik rezonans
(NMR) ve kiitle spektrofotometrisi (MS) gibi yontemlerle de gosterebiliriz. Bu
baglamda biyolojik olarak kromun aktif formu i¢in aday ve sadece dogal olarak
memelilerde meydana geldigi bilinen diisik molekiil agirlikli krom baglayan
maddeler (LMWCr), molekiiler bir diizeyde veri ve yapt saglamak adina
spektroskopik ¢alisma ile yeterli verimlilikte ilk kez izole edilmistir. Paramanyetik
'H MMR, elektron paramanyetik rezonans ve elektronik spektroskopik calismalarin
sonucunda, alternatif bir olasilik olan iki diniikleer diizenegin dislanamamasina
ragmen, muhtemelen tetraniikleer diizenekteki tamsay1 doniisiinde polipeptit basina
dort kromik iyonun diizenlendigini gosterdi. Bu diizen ya da diizenekler aniyonik
ligandlarla koprii olusturur ve polipeptitlerce saglanan karboksilatlarla desteklenir
(Davis ve Vincent 1997). Peterson ve dig., (2008) tarafindan yapilan ¢ok ilging bir
calismada Cr (VI)’ya maruz kalan inek karaciger homojenatindan izole edilen
trivalent krom igeren yeni bir protein rapor edilmistir. Bu proteinin agirligi hem jel
elektroforeziyle hem de kiitle spektrofotometrisi ile 15,6 kDa olarak tanimlanmuistir.
Ayrica protein molekiil bagma 2.5 Cr (I1l) iyonu baglamaktadir. Bu ve bunun gibi
yapilmis ve yapilacak calismalar kromat rediiktazlar1 daha yakindan tanimak ve

anlamak i¢in rehber niteligindedir.

1.9. Mikrobiyal Krom indirgemesini Etkileyen Faktorler

Kromun yeralt1 sistemlerinde mobilitesi, biyoyarayisligi ve toksisitesi bir ¢ok fiziksel
faktore baghdir. Bunlarin arasinda oksidasyon basamagi (degerligi), toprak yiizeyine
adsorpsiyon, iyon degistirme reaksiyonlari, organik ve inorganik ligandlarla

selatlasma ve redoks reaksiyonlar1 basta gelmektedir. Dogada krom genelde Cr (l11)
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ve Cr (VI) oksidasyon basamaklarinda bulunur ve redoks kosullarina (pE) ve pH’a
bagli olarak Cr** suda, CrOH**, Cr(OH)," ve Cr(OH)s iyonlari halinde ve Cr (V1) ise
HCrO, ve CrO,* formlarinda bulunabilir. Tablo 1.4’de Cr (1) iyonlar1 ile olusum
denge sabitleri verilmistir. Cr (I11) ile Cr (VI) arasindaki redoks reaksiyonlar1 ise
asagidaki sekilde ifade edilebilir (Powell ve dig., 1995):

Cr* + 4H,0 = HCrO, +7H™+3¢” (Esitlik 1.3) Cr(OH); + H,0=CrO,2+5H"+3¢’
(Esitlik 1.4)

Tablo 1.4: Sulu ortamlarda pH’a bagli Cr (111) bilesikleri (Rai ve dig., 1987)

Reaksiyon log K(1=0)
cr®* + H,O = Cr(OH)** + H* -3.57
Cr®** + 2H,0O = Cr(OH)," + 2H" -9.84
cr®* + 3H,0 = Cr(OH); + 3H" -16.19
Cr¥* + 4H,0 = Cr(OH), + 4H" -27.65
2Cr*" + 2H,0 = Cr,(OH),*" + 2H™ -5.0
3Cr®" + 4H,0 = Cr3(OH),°* + 4H* -10.75

1.9.1. Hiicre yogunlugu

Cr (VI) indirgeme oraninin hem aerobik hem de anaerobik sartlarda hiicre
yogunlugundan etkilendigi gosterilmistir. Wang ve dig., (1989a) anaerobik sartlarda
hiicre yogunlugu artisiyla Cr (V1) indirgeme oraninda artis1 tespit etmislerdir.
Benzer gozlemler hem aerobik hem de anaerobik sartlarda E. coli kiiltiirlerinde
yapilmistir. Ancak Cr (V1) indirgeme orani hiicre yogunlugu artisi ile orantili degildi
ve spesifik Cr (VI) indirgeme oraninin diisiik yogunluklarda nispeten daha yiiksek
oldugu bulundu (Shen ve Wang, 1994b). Bu gozlemler ayrica Enterobacter cloacae,
Agrobacterium radiobacter, Pseudomonas fluorescens LB300, Bacillus coagulans ve

Microbacterium sp. kiiltiirlerinde de kanitlandi.

1.9.2. Baslangi¢ Cr (VI) konsantrasyonu

Baslangig Cr (VI) konsantrasyonuna bagli olarak Enterobacter cloacae HO1’de
tamamlanmis ya da tamamlanmamis indirgeme gozlenmistir (Fujie ve dig., 1990;
Komori ve dig., 1989). Ureyen kiiltire Cr (VI) eklenmesiyle hiicre canliliginda
azalma olmasina ragmen, bazi Enterobacter cloacae (Wang ve dig., 1989Db), E. coli

(Shen ve Wang, 1994b), P. flourescens ve Bacillus sp. (Wang ve Xiao, 1995)
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kiiltiirlerinde baslangi¢ Cr (V1) oraninin artmasiyla baglangic Cr (V1) indirgeme
orani artmistir. Benzer olarak, spesifik baslangi¢ Cr (VI) indirgeme orani E. coli
kiiltiirlerinde de Cr (VI) konsantrasyonlarinin yiikselmasi ile artmistir. Ancak Cr
(VI) indirgemesi igin gerekli zamanin artis1 da ayrica gozlenmistir (Shen ve Wang,
1994D).

1.9.3. Elektron akseptorlerinin etkisi

Baz1 bakterilerde oksijen varligi Cr (V1) indirgemesini tamamen inhibe etmez, fakat
Agrobacterium radiobacter EPS-916, E. coli ATCC 33456 ve Pseudomonas stutzeri
CMG463 suslarinda oldugu gibi baskilar (Badar ve dig., 2000; Wang ve Shen, 1995;
Shen ve Wang, 1994b; Llovera ve dig., 1993; Shen ve Wang 1993; Komori ve dig.,
1989). Mikrobiyal Cr (V1) indirgemesi Enterobacter cloacae HO1’de oldugu gibi
hiicre biiylimesi gozlenmesine ragmen aerobik sartlar altinda tamamen inhibe edilir
(Fujie ve dig., 1990). Zenginlestirme mikroorganizmalari ile yapilan ¢alismalar, %
84 indirgeme gozlenen anaerobik sartlar ile karsilastirildiginda aerobik sartlarda
sadece % 41 indirgeme gostermistir (Marsh ve dig., 2000). Marsh ve dig. (2000)
oksijen ve nitrat indirgemeyi inhibe ettiginden dolay1 Cr (V1) indirgemesi i¢in daha

diisiik indirgeme sartlarinin gerekli oldugu sonucuna varmislardir.

Siilfat ve nitrat gibi dogal olarak olusan elektron akseptorlerinin Cr (V1) indirgemesi
izerine sirast ile 10 mM ve 16 mM konsantrasyonlarda ¢ok az etkileri vardir.
Pseudomonas putida 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 olarak bulunmustur. 50
mM’a kadar yiiksek stilfat konsantrasyonu Desulfovibrio vulgaris’de Cr (VI)
indirgemesini etkilememistir (Lovley ve Phillips, 1994). Buna karsin Enterobacter

cloacae’de sadece % 32’lik 25 uM siilfat ve % 84’liikk 5 mM NaNO , varliginda Cr
(V1) indirgemesi inhibe olmustur. Marsh ve dig.(2000) tarafindan alternatif elektron
akseptorleri ile yapilan zenginlestirme g¢alismalari, nitrat indirgemesinin Cr (VI)
indirgemesinden onde gittigini géstermistir.

1.9.4. Sicaklik ve pH etkileri

Mikrobiyal Cr (VI) indirgemesi i¢in bildirilen optimum sicaklik ve pH sartlarinin

giiclii olarak indirgeme siirecinde biiytime ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Cr (V1)
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indirgemesi Enterobacter cloacae i¢in pH 6-8.5, E. coli ve Bacillus coagulans
kiiltiirleri i¢in pH 3-8 araliklarinda gozlenmistir. Ancak maksimum baslangi¢ Cr (V1)
indirgeme orani her ii¢ bakteri grubu icin 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 gergeklesen Cr (V1) indirgemesine ragmen, optimum sicaklik sirasiyla 36 °C
ve 30 °C’dir. Bu sartlar anaerobik biiyiliyen bakteriler icin optimal olarak
bulunmustur. Sedimentlerle yapilan c¢alismalar optimum sicakligin 22-50 °C

araliginda optimum pH’nin 6.8 oldugunu gostemistir (Marsh ve dig., 2000).

1.9.5. Elektron donérleri olarak organik molekiillerin etkisi

Organik maddeler elektron vericisi gorevi yapip Cr (V1) bilesiklerini Cr (1)
bilesiklerine doniistiirmektedir (Gu ve Chen, 2003; Wittbrodt ve Palmer, 1996, 1995;
Losi ve dig., 1994). 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 c¢alismaya gore Cr (VI) ’nin biyorediiksiyonu, ¢alismada
kullanilan dogal organik asitlerin molekiil agirlig1 ve yapisina bagli olarak farklilik
gostermektedir. Cr (V1) > nin dogal organik asitler tarafindan indirgenmesi ortamin
pH’sina, sicaklik, iyonik giic ve ortamda mevcut Fe ve Mn gibi diger redoks reaktif
metallerin konsantrasyonuna baghdir (He ve dig. 2004; Zayed ve Terry, 2003;
Wittbrodt ve Palmer 1995; 1996; Rai ve dig., 1987; Adriano, 1986).

Elektron dondrleri ve Cr (VI) indirgeme orani arasindaki iliskileri kurmak ve
denemek i¢in ¢alismalar yapilmistir. Marsh ve dig., (2000) nin topraklarla yaptiklari
zenginlestirme ¢alismalar1 Cr (V1) indirgemesi i¢in hidrojenin etkili bir elektron
donorii oldugu gosterilmistir. Ek olarak toprakta glukoz, format ve hidrojen gibi
hidrojen biyoyararlanimini arttiran elektron donoérleri, asetat, benzoat ve laktatla
karsilastirildiginda Cr (V1) indirgemesini sitimiile etmistir (Marsh ve Mclenerney,
2001).

Krom-organik molekiil interaksiyonlarini izah edebilmek i¢in birka¢ mekanizma ileri
stiriilmiistiir. Wittbrodt ve Palmer (1995) ve Uyguner ve Bekbolet (2003), Cr-organik
ligand bilesiklerinin, ester olusumu veya Cr (VI) min Cr (lll)’e indirgenmesi ile
olustugunu ifade etmektedir. Metaller ile organik ligandlar arasindaki

komplekslesme reaksiyonu, dogal organik asitlerde bulunan karboksil ve fenol
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gruplar1 ile serbest metal iyonun olusturdugu bir iyon degisimi prosesi olarak

tanimlanmaktadir.

Puzon ve dig. (2005)’ma gore mikrobiyal prosesler sonucu ortaya ¢ikan organik
molekiiller Cr (I1l) ile kompleks olusturarak Cr (I11)’i ¢6zlinmiis iyonlar halinde
suda tutmaktadir. Mikrobiyal prosesler sonucu suda ¢6ziinmiis Cr-ligand bilesikleri
olustugu gibi, c¢ozinirligli disik ve tanecik boyutu yiiksek organik
makromolekiiller (6-15 kDa) ile Cr (I1)’iin interaksiyona girdigi de goriilmektedir
(Puzon ve dig., 2005).

Sitrik asit gibi organik asitlerin ya krom kolloidlerini yeniden mobilize ettigi ya da
krom ¢oziiniirliiglinii arttirip toprakta taginimini hizlandirdigr bilinmektedir (Johnson
ve dig., 2001; Bartlett ve Kimble, 1976). Bazi arastirmacilar tarafindan elde edilen
bulgulara gére de Cr (I11)’ iin degisik organik asitler ile kompleks olusturmasiyla
bitkiler tarafindan aliminin hizlandigi belirlenmistir (Srivastava ve dig., 1999).
Uyguner ve Bekbolet (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada humik asitin Cr (VI) ’

nin TiO2 adsorpsiyonunu azalttig1 gézlemlenmistir. Mayes ve dig. (2000)’ na gore,

bol miktarda organik madde ihtiva eden bir toprak kolonunda Cr (V1) > min Cr (111)’ e
indirgenerek gecikmeye ugradigi saptanmistir. Ayrica arastirmacilar, toprak
kolonunda organik maddelerin Cr (VI) ’ 1 indirgeyici bir rol istlendigini ve

indirgenme reaksiyonlarinin zamana bagli oldugunu da gozlemlemislerdir.

Dogal organik maddelerin elektron vericisi gorevi yaparak Cr (V1) bilesiklerini Cr
(1) bilesiklerine doniistiirebildikleri (Wittbrodt ve Palmer, 1995; Gu ve Chen, 2003;
Xu ve dig., 2004; Park ve dig., 2004) son yillarda yapilan bazi calismalarla
desteklenmis ve kromun bakteriler tarafindan indirgenmesinde dogal organik
asitlerin yardimet bir rol oynadig1 da belirlenmistir (Gu ve Chen, 2003; Tokunaga ve
dig., 2003). Dogal organik asitler, mikroorganizma ile metal veya metal oksit
arasinda bir elektron diizenleyici gorevi istlenmektedir (Lovely, 1996). Baz
anaerobik bakteriler tarafindan indirgenen dogal organik asitler elektron vericisi

olarak davranmakta ve metalleri indirgemektedir (Gu ve Chen, 2003).
1.9.5.1. Cr-Organik Molekiil Komplekslesmesi

Cr yeralt1 sistemlerinde mevcut humik asit, fulvik asit gibi dogal organik asitler ile
sitrik asit, aljinik asit gibi mikrobiyal yollarla olusan ligandlarla kuvvetli bilesikler

29



olusturmaktadir (Dubbin 2004). Koéleli (2004), Mersin ilinde mevcut degisik tarim
arazilerinden alinan toprak numunelerinde, toprak kromunun % 8’nin organik
maddeler tarafindan tutuldugunu kanitlamistir. Bu baglamda krom-organik molekiil
interaksiyonlarini izah edebilmek icin bir kac mekanizma ortaya atilmistir. Uyguner
ve Bekbolet (2003) ve Wittbrodt ve Palmer (1995), Cr-organik ligand bilesikleri
ester olusumu veya Cr (VI)’nin Cr (I1)’e indirgenmesi ile gerceklestigini ifade
etmelerinin Gtesinde, metaller ile organik ligandlar arasindaki komplekslesme
reaksiyonu dogal organik asitlerde bulunan karboksil ve fenol guruplari ile serbest

metal iyonun olusturdugu bir iyon degisimi prosesi olarak tanimlanmaktadir:

Burada M yuku z+ olan bir metal iyonunu; HL protonlu organik ligandi ve M_L%™
ise reaksiyon sonucu olusan metal-ligand kompleksini ifade etmektedir.

+ @zm-) | gt [M L(Z ™ ] [ H ' ]i
MM™ +iHL=M L*™ +iH* g ="l =
© [MT][HL]

(Esitlik 1.5)

Bir degisik mekanizmaya gore ise komplekslesme reaksiyonlari ortamda mevcut bir
katyonun koprii gorevi gorerek negatif yiiklii iki ayri ligandi bir arada tutmasidir. Bu
islem sonucunda karisik iki ligandh bir kompleks olusur (Glaus ve dig., 1995; Aas
ve dig., 1998):

kM** +iL +mCrO; =ML, (CrO,){=1—2m
(Esitlik 1.6)

kararlilik sabiti, Bk im

_ [M,L,(CrO,)=—2m}
[M*"1[L T[CrO? 1™

B kK,i,m
(Esitlik 1.7)

Burada M** katyonu, L protonunu kaybetmis organik ligand1 ve M, L, (CrO, )%™

ise karigik iki ligandli kompleksi ifade eder. Literatiirde karisik iki metalli veya

ligandli komplekslerin olusum mekanizmalar1 hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir.
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Bazi arastirmacilar bu tip bilesiklerin metallerin yeraltt suyunda mobilitesine ve
biyoyarayigliligina etkisini arastirmistir (Glau ve dig., 1995; Kantar, 2001; Kantar ve
dig., 2005). Baz1 calismalar dogal organik asitlerin metal iceriginin artmasi ile
arsenatin organik molekiilleri ile kompleks olusturma kabiliyetinin arttigini
gostermektedir (Redman ve dig., 2002). Literatiirde bu tip bilesiklerin olusumu
hakkinda fazla bilgi bulunmadigindan 6zellikle kromatli-organik bilesiklerin kromun
yeraltt suyunda tasmimini ve biyoyarayishiligimi nasil etkileyecegi tam olarak

bilinmemektedir.

Son yillarda yapilan calismalar ekzopolisakkaridlerin (EPS) metaller ile ¢ok kuvvetli
bilesikler olusturdgunu ortaya c¢ikarmistir (Salehizadeh ve Shajaosadati, 2003;
Guibaud ve dig., 2004; Kantar ve Honeyman, 2006). EPS bakteri hiicre ¢eperi
icerisinde ve disinda bulunan, bazi bakterilerin degisen ortam kosullarina uyum
saglamak icin ortama yaydiklari ve molekiil agirligi bir kag binden bir ka¢ milyon
daltona ulasan organik molekiillerdir. Molekiil agirligi ve igerigi ortam kosullarina
bagli olarak farklilik gostermektedir (Laspidou ve Rittmann, 2002). Ortamda
mikrobiyal respirasyon ile CO, olusumu, olusan organik asitlerin etkisi ile ortam
pH’smin degismesi veya ortamdan besin azalmasi gibi durumlar EPS olusumunu
tetikler (Sutherland, 1984; Laspidou ve Rittmann, 2002). Ayrica biyofilm icerisinde
hiicre yogunlugunun artmasi ile birlikte EPS’yi degrede edebilen enzimlerin olusumu
da EPS olusumu icin bir diger mekanizma olarak goriilmektedir (Davies, 1999).
Ornegin, yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda (% 70 hava doygunlugu)
Pseudomonas aeruginosa biyofilmleri aljinik asit gibi yliksek molekiil agirlikli
organik polimerler iiretmektedir (Sabra ve dig., 2001).

Bir ¢alismada glukoz ile beslenen bir anaerobik kemostat icerisine eklenen yiiksek
krom dozajina karst uyum saglamak i¢in kemostat igerisinde bulunan bakteriler
tarafindan ortama EPS ve ¢ozilinebilir organik iiriinler (SMP) yayildig1 saptanmistir
(Aquino ve Stuckey, 2004). Polisakkaridler EPS’nin temel yapisini olustururken
proteinler, niikleik asit ve lipid gibi molekiiller EPS’nin diger yapi taslari olarak
goriilmektedir. Proteinler igerisinde bol miktarda negatif yiiklii amino asitler
bulunmaktadir (Costerton ve dig., 1978). Hung ve dig. (2005) tarafindan
Pseudomonas fluorescens Biovar II kiiltiiriinden izole edilen EPS molekiilleri tizerine
yapilan caligmaya goére uronik asitin EPS’de bulunan toplam karbohidratlarin %

70’ini olusturdugu ve ayrica EPS igerisinde asidik ve notral seker guruplarina
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(ornek: glukoz, fukoz, galaktoz) ilaveten % 2 oraninda protein bulundugu
saptanmistir. Metallerin EPS ile bilesik olusturmasinin en onemli nedeni EPS
igerisinde bulunan ve genelde negatif yiiklii karboksil, amino ve fosfat gibi reaktif
fonksiyonel gruplarin bulunmasidir (Wingender ve dig., 1999; Kantar ve Honeyman,
2006). Ozellikle, karboksil gruplar asidik EPS fonksiyonel guruplarmin temelini
olusturmakta ve metallerle bilesik olusturmada biiyiik rol tstlenmektedir (Hung ve
dig., 2005).

Puzon ve dig. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore mikrobiyal prosesler
sonucu ortaya ¢ikan organik molekiillerin Cr (I11) ile kompleks olusturarak Cr (I11)’u
¢Oziinmiis iyonlar halinde suda tuttugu goriilmektedir. Alkalin kosullarda ve organik
asitlerin bulunmadig1 yeralti sistemlerinde Cr (Ill) ya toprak ylizeyine adsorbe
olmakta yada suda hidrolize olarak Cr(OH)x ’e donlismektedir. Yiiksek pH
degerlerinde Cr(OH)x ) Ve FexCrix(OH)s (k) gibi ¢oziiniirliigii son derece diisiik
bilesiklerin olugmasi kromun yeraltisuyunda mobilitesini azaltmaktadir (Mayes ve
dig., 2000; Kent ve dig., 1994; Wittbrodt and Palmer, 1996; Rai ve dig., 1987).
Puzon ve dig. (2005)’e gore mikrobiyal prosesler sonucu suda ¢oziinmiis Cr-ligand
bilesikleri olustugu gibi suda ¢ozliniirligi diisiik ve tanecik boyutu yiiksek organik
makromolekiiller (6-15 kDa) ile Cr (Ill)’un interaksiyona girdigi goriilmektedir.
Kolloid biiyiikliiglindeki bu bilesiklerin kromun yeraltisuyunda taginimina etkileri
tam olarak belli degildir.

Genel olarak bakildiginda ortam kosullarina (6rnek: pH) bagli olarak organik
bilesikler Cr (Ill, VI) bilesikleri ile reaksiyona girerek: 1) kromun mobilitesi
artirmakta veya azaltmaktadir; 2) Cr (VI) bilesiklerini indirgeyerek Cr (l1I)
bilesiklerine veya Cr (I11) bilesiklerini oksidize ederek Cr (VI1)’ya doniistiirmektedir;
3) mikrobiyal prosesler sonucu olusan CO,, Cr (l11) ile reaksiyona girerek CrCOXx
bilesikleri olusmaktadir; 4) Cr-EPS bilesikleri toprak bakterileri tarafindan
degredasyona ugrayarak Cr kolloidleri olusmaktadir ve 5) Cr bilesikleri biyofilm

makromolekiilleri igerisinde tutularak mobilitesi azaltilmaktadir.
1.9.5.2. Yer alt1 sistemlerinde organik asitlerin etkisi altinda Cr tasinim

Dogal sistemlerde, organik asitler metallerle kompleks olusturmak i¢in 6nemli bir
ligand kaynagi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Dogal organik asitler, metallerin toprak
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yiizeyine adsorpsiyonuna ve dolayisiyla yeraltisuyunda tasinimina bir kag¢ sekilde

etki ederler. Bunlar;

o metallerle bilesik olusturarak (selatlasma) metallerin sudaki tiirlerini
degistirirler (Kantar ve dig., 2005; Kantar ve Honeyman, 2006, 2005 a, b;
Lenhart ve Honeyman, 1999). Ortam kosullarina bagli olarak suda olusan
bu metal-organik ligand bilesikleri kati ylizeylerine ¢Ok az veya hig
adsorbe olmazlar. Yeralt1 suyunda bu tip bilesiklerin olusumu metallerin

mobilitesini artirmaktadir.

e metallere karsi, toprak ylizeyinde siirli miktarda bulunan adsorpsiyon
bolgelerine adsorbe olarak, metallerin adsorpsiyonunu azaltirlar (Boily ve

Fein, 1996).

e toprak yiizeyine adsorbe olarak, topraklarin yiizey 6zelliklerini (6rnek:

ylizey yiikii) degistirirler (Logue ve dig., 2004).

e redoks reaksiyonlarinda elektron vericisi veya alicis1 gorevi tstlenip

metalleri indirger veya yiikseltgerler (Wittbrodt and Palmer, 1995).

e metal-organik ligand bilesiklerinin biyodegredasyonu ile yiizey aktif
bilesiklerin olusmasi1 (metal Kkolloidlerin olusmasi) (Dodge ve Francis,

1997) kromun adsorsiyonunu artirabilmektedir.

Yeralti suyunda, toprakta ve atiklarda bulunan dogal organik molekiiller ortam
kosullarina bagli olarak kromun biyoyarayislhlhgmi ve tagimimini etkileyebilmektedir
(Puzon ve dig., 2005; Dubbin, 2004; Kraemer ve dig., 2002). Organik asitlerin
genelde diisiik pH’larda metal adsorpsiyonunu artirdigi ve alkaline kosullarda ise

azalttig1 gézlenmistir (Kantar ve Honeyman, 2005b).
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Kolloid ayrilmas: Cozunmeyi artirict metal-ligand olusurnmu

e cCm,
D serbestlesme T

Ligand (L)

Ligand (L) Cr{OH).

Biosorpsi < T
Cr(OH), (k) ~ Jimyasalindirgenme " >

Cr(OH).(s)

g — Cr(OH),(K)

Cr(OH)..(ads) Biyo-

indirgenme
Mikrobiyal H.Cro.,

i _ degredasyo (L)
Dernir oksit / Fe — Kansik ligand kompleks olusumu

—_ ‘< (L) — Fe H,Croa-L
\_:erbestlegme

- Mobilizasyon

Sekil 1.6: Toprakta krom mobilizasyonuna/immobilizasyonuna etki eden faktorlerin
ve proseslerin sematik gosterimi. ® isareti Cr kolloidini ve L ise organik ligandi
temsil etmektedir (Dogan, M. ve dig., 2011).

1.10. Biyosorpsiyon

1.10.1. 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 tasinim
mekanizmasina ve gerekse metabolik bir enerjiye ihtiya¢ duyulmaz. Proseste

fizikokimyasal siirecler baskindir (Guiball ve dig., 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 ¢cogu zaman gevresel sartlara ve
besinlere baghdir. Yiizey ve hiicre duvarlarina baglanma ise pasif bir prosestir: Canli
ve ol biyokiitlenin her ikisi tizerinde de gergeklesir. Metabolik olmayan yiizeysel
baglanma c¢ok hizlidir. Genelde birka¢ dakikadan daha az bir siirede gerceklesir. Bu
tip metal tutmada, hiicre duvarlarinda bulunan 6zel kimyasal bolgelerdeki iyon

degisimi mekanizmasi baskindir (Sencan 2006).
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Hiicre yiizeyinde veya hiicre duvar iizerinde metal baglama kapasitesine sahip 6zel
bolgelerin bulundugu bilinmektedir. Hiicre 61diigii zaman hiicre duvarlari iizerinde
daha fazla metal baglama bdlgeleri s6z konusu olabilir. Bir biyolojik kiitlede pek ¢ok
potansiyel baglar iceren karboksilat, amin, fosfat, hidroksil, stlfidril ve diger
fonksiyonel gruplar mevcuttur. Amin, fosfat, siilfidril, karboksil veya hidroksil
gruplarimin metal iyonlar1 adsorplamasi i¢in potansiyel adsorpsiyon bolgeleri
olusturduklar1 yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir (Gadd, 1990). Tobin ve
dig.(1984), metal baglanmasinin degisik bolgelerde degisik oranlarda oldugunu ifade
etmiglerdir. Her bir fonksiyonel grup farkli metalleri farkli oranlarda tutabilir.
Biyomas1 olusturan hiicrelerin hiicre zar1 polimerik yapilar, protein, karbonhidrat,
niikleik asit ve lipit igerir. Bu temel yap1 elemanlar1 biinyelerinde mevcut olan
karboksilik, alifatik, aromatik ve amino gibi organik gruplarin ve hidroksil ve siilfat
gibi inorganik gruplarin iyonlagsmasi sonucu negatif yiike sahip olurlar. Bux ve
Kassan (1994), metal iyonlarinin biyosorpsiyonu i¢in temel itici giiclin biyomasin
sahip oldugu net negatif yiikk oldugunu ve daha yiiksek elektronegatiflige sahip
biyomasin agir metaller i¢in daha cezbedici ve uygun oldugunu ifade etmislerdir. Bu
yiizden pH degerleri bu fonksiyonel gruplarin performansini etkilemektedir. R.
Arrhizus ile metal tutma calismalarinda Tobin ve dig. (1984) pH 4’te aminlerin
pozitif yiiklii ve metal iyonlar1 ile etkilesmediklerini goézlemislerdir. pH 3’iin
tizerinde oldugunda c¢ogu fosfat ve karboksilat gruplari negatif yiikliidir ve bu
gruplar pH 3’tin {lizerinde metal baglamaya katki saglarlar. Hidroksil ve amin
gruplari, metal iyonlar ile zayif baglar yaparlar ve zayif bazlardir (Zhang ve dig.,
1998).

Ozel kimyasal baglanma bolgelerinde metal baglanmasi, iyon degistirme prosesi ile
gerceklesir. Diger bir ifade ile iyon degisimi, metal tutmada Onemli bir
mekanizmadir. Ganoderma lucidum tiirii tizerinde bakir biyosorplama sirasinda
kalsiyum ve hidrojen iyonlarinin ¢ozeltiye yayildigi gézlenmistir (Muraleedharan ve
Venkobachar, 1994). Kapoor ve Viraraghavan (1998) A. niger ile metal iyonlarinin
biyosorpsiyonunda ortama potasyum, kalsiyum, hidrojen ve magnezyum iyonlari
yayilldigint gozlemlemislerdir. Bu olayin da iyon degistirme mekanizmasiin bir

kanit1 oldugunu belirtmislerdir.

Aktif camur prosesi, pek¢ok endiistriyel ve evsel atiksularin aritilmasinda en ¢ok

kullanilan biyolojik siirectir. Aritma sirasinda olusan fazla ¢amur sistemden belli
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araliklar ile atilir. Atilan bu c¢amur 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 tlizere bu organik maddeler agir metallerin
biyosorpsiyonunda etkin rol oynamaktadir. Bunun yani sira aktif camurdan izole
edilen bazi1 bakteri tiirlerinin agir metalleri yiiksek 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 dig., 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 baglayabilir veya biriktirebilir. Aktif olmayan veya 06l
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 yam sira ilave niitriyente ihtiyag¢ duymayacaklar ve kullanildiklar
prosesin kontrolii daha kolay olacaktir. Olii veya aktif olmayan biyolojik kiitlenin
kullanildig1 biyosorpsiyon prosesleri kolayca yenilenebilmekte ve bu mikrobiyal
materyal tekrar tekrar kullanilabilmektedir. Ayrica bazi durumlarda yiiksek tutma
kapasitesine sahip olurlar. Tiim bu avantajlarindan dolayi, 6li veya aktif olmayan
hale getirilmis biyolojik kiitle agir metalleri cozeltilerden uzaklastirmak, geri
kazanmak ve konsantre hale getirmek i¢in yiiksek kapasiteli biyosorbent olarak
degerlendirilirler (Brady ve dig., 1994).

Tobin ve Roux (1998) bir deri sanayi atiksuyundan krom gidermek i¢in atik Mucor
meihi biyomasini kullanmislar ve pH 4 ve 2 degerlerinde biyosorpsiyon seviyesini
0.7 ve 1.15 mmol/g olarak gozlemislerdir. Bu degerlerin deri endiistrisi atitksuyundan
krom gideriminde ticari giiglii asidik iyon degistirme re¢inelerinin kullanilmasi ile
elde edilen degere ¢ok yakin oldugunu ifade etmislerdir. Fourest ve dig. (1994),
Rhizopus arrhizus, Mucor miehei ve Penicillium chrysogenum gibi 6lii biyomasin
Zn*?, Cd*?, Ni*?, Pb*2, Cr*®, Ag*® metal iyonlarma kars bir yatkinligimim oldugunu

ifade etmislerdir.
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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 iceren, interaktif veya c¢oklu
baglanma bolgesi veya bu olaylarin kombinasyonunu igeren kompleks bir

adsorpsiyon prosesinin gostergesidir.

Aktif olmayan ve Olii biyokiitle canli biyomasin 6n islemden gecirilmesi ile elde
edilebilir. Fiziksel muamele segenekleri hava veya buz ile kurutmak, kaynatmak,
otoklavda bekletmek ve mekanik olarak karistirmaktir. Kimyasal islemler organik ve
inorganik bilesiklerin kullanilmasi ile yapilabilir. On islem biyokiitlenin metal
giderim kapasitesini arttirir ve biyosorpsiyon 6zelligini degistirir (Siegel ve dig.,
1990).

1.11. Pseudomonas Cinsinin Genel Ozellikleri

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesine ait olup, diiz veya hafif kivrik
cubuk seklindedir. Uzunluklar1 1,5-5,0 um, genislikleri 0,5-1,0 um arasindadir.
Hareket, bir veya birkag polar flagella ile saglanir, bazi tiirleri farkli uzunlukta lateral
flagellaya sahiptir, nadiren hareketsizdirler. Polar flagellalarin sayisi 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 dig., 1998; Jamir ve dig., 2004 ).

Pigmentasyon, Pseudomonas cinsinin genel bir karakteridir, ancak pigment
olusturmayan tiirlere de sahiptir. Bazi tiirleri ayirt edici koloni morfolojisi gosterirler
(Murray ve dig., 1995). Bazi 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 tiiri amonyum tuzlarinin ve tek bir karbon kaynagmnin
bulundugu ortamlarda gelisebilirler. Sadece birkag tiir organik gelisim faktorlerine
ithtiya¢ duyar. Kemoorganotrofiktirler, fakat bazi tiirleri ototrofik sartlar altinda da

gelisebilir. Hig bir tiirii fermentatif ve fotosentetik degildir (Collier ve dig., 1998).

Cok giiclii metabolizmalart bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin ¢ogunun direkt
izolasyonu yapilabilmistir. Bunda dogada ozellikle havada, toprakta ve sularda

yaygin bulunmalari biiyiik rol oynar. Cins iiyelerinin bir kismi bitkiler, hayvanlar ve
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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
dig.,1997). Bu viriilens faktorlerden ekzopolisakkarit kapsiil, pigmentler ve
ramnolipidler Pseudomonas’ lar tarafindan iiretilen sekonder metabolitler olarak
adlandirilmaktadirlar (Norman, 2004; Demain, 1999). Bu metabolitler Pseudomonas’
larin hayatta kalmalarim1 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 ¢alisilmistir ve bu susun genom dizisi
belirlenmistir. Bakterinin genom biiyiikliigiiniin 6 264 403 bp oldugu belirlenmistir
(Mandelbaum ve dig., 1995).

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

1.11.1. Habitatlar

Pseudomonas’lar toprak, su ve ciirimekte olan organik maddelerde bulunan
mikroorganizmalardir. Bu ortamlar disinda 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 dig., 1973).

Yapilan ¢aligmalarda nehir suyundan Pseudomonas spinosa, distile sudan
Pseudomonas huttiensis, Pseudomonas cepacia ve Pseudomonas lanceolata tiirleri
izole edilmistir (Carson ve dig.,1973; Vachee ve dig., 1997).
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Cesitli bitkilerden de izole edilen Pseudomonas tiirleri 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 dig., 1997). Sadhukhan ve dig. (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. Tirlerin tamami notiral veya alkali pH (7.0-8.5) araliginda daha
iyi gelismektedir (Cowan ve dig., 1974).

1.11.2. Morfolojisi ve hiicre yapisi

Pseudomonas suslarinin mikroskobik goriiniimleri nadiren biiyikk ve sekil olarak
normalden ¢ok farkli olabilir. Bazi tiirlerin hiicreleri oval sekilli olabilirken bazi bitki
patojenlerinin hiicreleri 4 um’den daha uzundur. Sahip olduklar1 bir veya birden
fazla polar flagella ile hareket ederler. Hareket icin gerekli olan enerjiyi aerobik
metabolizmadan saglarlar. Nadiren hareketsiz olan Pseudomonas suslart da

mevcuttur (Cowan ve dig., 1974).

1.11.3. Gelisme ortamlan ve fizyolojik 6zellikleri

Pseudomonas’larin birgok tiirii amonyum iyonlar1 veya nitrat ile enerji veya karbon
kaynagi olarak tek bir organik madde igeren ¢ok basit mineral besiyerlerinde
gelisebilmektedir (Baumann ve dig., 1972). Viriilans faktorii olarak hemolizine sahip
olan P. aeruginosa suslar1 kanli besiyerlerinde hemoliz olustururlar. Glukoz ve bazi
karbohidratlar1 oksidasyon yolu ile parcalayip asit olustururlar. Laktoz ve sukroza
etki etmezler. Indol ve H,S olusturmazlar. Metil kirmizis1 ve Voges proskauer testleri
negatiftir. Kemoorganotrofik tiirleri fakiiltatif kemolitotrof olup enerji kaynag: olarak
hidrojen ve karbonmonoksiti kullanabilirler. Cogunlugu aerobik olup bazi tiirleri
nitrat1 kullanarak anaerobik olarak gelisebilir. Ureyi amonyak haline ya da amonyagi

tireye ¢evirebilirler ve bunlari azot kaynagi olarak kullanabilirler. Cogu asidik
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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 1ilavesi ile izole edilen tiirlerin tanimlanmasma Onemli Kkatkilar

saglanmistir (Cowan ve dig., 1974).

1.11.4. Krom indirgeme iliskileri

Literatirde pseudomonaslarla yapilmis olan bir ¢ok krom indirgeme g¢alismasi
mevcuttur. Uremeleri igin ¢ok ekstrem sartlar gerektirmeyen ve kromla kontamine
bolgelerden kolaylikla izole edilebilen pseudomonaslar krom indirgeme calismalari
icin referans bakteriler arasindadir. Aravindhan ve dig., (2006) bataklik arazilerden
izole ettikleri Pseudomonas kiiltiirleri ile yaptiklart krom indirgemesi ¢alismalarinda
sicaklik, pH, krom konsantrasyonunun rolii, NADH, SO4'2 ve polifenoller gibi katki
maddelerinin mikrobial Cr (VI) indirgeme oranina etkilerini incelemislerdir. 300
mg/L krom konsantrasyonunda bile krom indirgemesi muhtemel olup, indirgeme igin
100 mg/L krom konsantrasyonu optimum degerdir ve bu Pseudomonas kiiltiirleri 100
mg/L kromu 180 dakikada tamamen indirgemislerdir. SO42 ve polifenoller krom
indirgemesini inhibe ederken, NADH indirgemeyi pozitif yonde etkileyerek

arttirmistir.

Kroma olan toleranslar1 tiirden tiire, hatta sustan susa bile degisirken, kromla
kontamine olmus bdlgelerden izole edilen pseudomonaslar kroma toleranslari
bakimindan yiiksek degerlere sahip olabilirler. McLean ve Beveridge (2001)
yaptiklari bir ¢caligmada kromatize-bakir-arsenat ile kontamine olmus bir bolgeden
izole ettikleri bir Pseudomonas tiirii (CRB5) ile krom indirgemesini incelemislerdir.
CRBS5 kromu bakir ve arsenat varliginda indirgeyerek, 520 mg/L. kroma tolerans
gostermistir. Aerobik ve anaerobik sartlar altinda kromu indirgeyen CRBS, ayrica
anerobik sartlar altinda Co(Ill) ve U(VI)’y1 da indirgemislerdir. Arastirmacilar
CRB5’in krom indirgemesine esas olarak stoplazmada yerlesen fakat hiicre disinda
da gozlenen c¢oziiniir bir enzimle aracilik ettigini bulmuslardir. Coziiniir fraksiyonun
rediiktaz aktivitesi igin Kp 23mg/L ve Vmax 0,98 mg/saat/protein Cr’dur. Anerobik

sartlarda membranla ilsgkili kromat rediiktazlarin etkili olabilecegini sdyleyerek, bu
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bakterinin hem aerobik hem de anaerobik sartlar altinda krom indirgemesi, kromla ya
da diger toksik agir metallerle kontamine olmus bdlgelerde bioremediasyon igin
patlama yaratan bir detoksifiye stratejisine sahip oldugunu ileri stirmiislerdir. Diger
yandan Pseudomonas fluoresens LB300 susu ile bir ¢alisma yapan Bopp Ve
dig.,(1983) , ortaya ilging bir sonu¢ koymuslaridir. Hudson nehrinin kromla
kontamine olmus st sediment kisimlarindan izole ettikleri bakterinin krom
direngliligini plazmitle sagladigin1 belirtmislerdir. Spontan segregasyon ya da
mitomisin C kiir ile plazmid alindiginda (pLHB1), bakteri aninda krom direnglilik
mekanizmasini yitirmistir. pPLHB1 plazmidi konjugasyon yoluyla Escherichia coli
‘ye aktarildiginda, krom direngliligini hala bu bakteride sergilemeye devam etmistir.
Pseudomonas putida PRS2000 susundan elde edilen cell-free siipernatant sivilari ve
hiicre siispansiyonlari ile yapilan krom indirgeme ¢alismalarinda ise kromat rediiktaz
aktivitesinin memran ilskili olmayip, ¢oziiniir bir proteinle saglandigi ispatlanmistir.
Ham enzim aktivitesi 1s1 ile degisime ugrarken K, 40 uM CrO4? olarak
hesaplanmistir. Ayrica gerek invitro gerekse bozulmamis hiicrelerde, calismada
kullanilan nitrat ve siilfat krom indirgemesine etki etmemistir (Ishibashi ve dig.,
1990). Ayrica Thompson ve dig., (2010) Pseudomonas putida’nin 6nemli metabolik
cok yonliiliigii, genis biodegradatif fonksiyonlar1 ve kontamine ¢evrelerdeki essiz
bulunurlulugundan dolayr  bioremediasyonda model bir organizma olarak

nitelendirmislerdir.

Rahman ve dig., (2007) ev kanalizasyon suyundan izole ettikleri Pseudomonas sp. C-
171 tirtinin 2000 ppm kadar Cr (VI)’ya tolerans gosterdigini rapor etmislerdir.
Krom kaynagi olarak potasyum dikromat kullanan arastirmacilar, konsantrasyonu
arttirdikca bakterinin besiyerindeki biiylime oraninin azaldigmi gostermislerdir.
Maksimum biiyiime oranin1 bakterilerin log fazinda gozlemleyerek, krom indirgeme
oraninin inokiilasyon miktarma bagli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bakteri
hiicrelerinin etrafinda krom hidroksit birikimine rastlamislar ve hiicrelerin hafif

uzadiklarini gostermislerdir.

Keyhan ve dig.,(2003) de bir calismalarinda bir ¢ok bakteriyi krom indirgeme
acisindan test etmislerdir. Bu bakterilerden bir tanesi de kromat bioremediasyonu
igin gelecek vadeden Pseudomonas putida MK1’dir. Arastirmacilar ayrica ¢evresel
krom konsantrasyonlar1 artti§1 gibi, bu hiicrelerde kiitle birimi bagina krom

transformasyonunun da arttigin1 gostermislerdir. Ancak bakteri biiyiimesi 0.8 mM
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gibi bir krom konsantrasyonu ile inhibe olmustur. Dahasi hiicre extraktlar1 yavas
biiyiime kosullar1 altinda (besin taklidi- sinirli alan sartlar1) kromat rediiktaz
aktivitesinin arttigin1 gostermelerine ragmen, biitiin hiicrelerin kromati transforme
etme yeteneklerinin biiyiik 6lgiide azaldigini ifade etmislerdir. Hem hiicreler hem de
hiicreden extrakte edilen ChrR (P. putida kromat rediiktazi) esit derecede kromla

kontamine olmus bolgelerde inhibe olmuslardir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Materyal ornekleri

Bu calismada Pamukkale Universitesi Bakteriyoloji Laboratuart  Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edilen bakteriler kullanilmistir. Daha once API
identifikasyon kiti ve gesitli biyokimyasal testlerle teshis ve tanimlamalar1 yapilan

bakterilerin isimleri, kodlar1 ve izolasyon kaynaklar1 Tablo 2.1’de verilmistir.

Tablo 2.1: Bakterilerin kodlar1 ve izole edildigi kaynaklar

Sus kodu Bakteri Ad1 Izolasyon kaynag
Aliaga Petrol Rafinerisi
P1 Pseudomonas sp. .
/Izmir Toprak
P8 Chryseomonas luteola Aliaga Petrol Rafinerisi
/1zmir Su
P14 Pseudomonas sp. Karag6l / Denizli
Toprak
P15 Chryseomonas luteola Karag6l / Denizli
Toprak
P18 Pseudomonas stutzeri Antim Tesélzl / Denizli
P22 Pseudomonas aeruginosa Antim Teséljl / Denizli
P27 Pseudomonas stutzeri Guzelkog’ u/ Denizli
P37 Chryseomonas luteola Sigma / Denizli
Toprak
P39 Pseudomonas stutzeri Korucul;llj Denizli
Pa4 Pseudomonas stutzeri Zeytinyad Fabrikas: /
Aydin Toprak
P46 Pseudomonas stutzeri Zeytinyag Fabrikast /
Aydin Toprak
P52 Zeytinyag1 Fabrikas1 /
Pseudomonas sp. Aydin Toprak
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2.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri ve kKimyasallar

Nutrient Broth (NB) ( Merck)

Peptone

Yeast extract
Meat extract
Sodyum kloriir

Distile su

59
29
19
59
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 ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.

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

Pepton from casein 17 g
Pepton from soymeal 30
D(+) glucose 2,5¢
Sodyum klortir 50
Di-Potassium hydrogen phosphate 250
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 ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.

Luria Bertani-Miller (LB)

Tripton
Yeast extract
Sodyum kloriir

Distile su

109

5
109

1000 ml
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Maddeler 1 litre distile su icerisine 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.

Triptic Soy Agar (TSA) (Merck, Biolife)

o Pancreatic Digest of Casein 159

o Soy Pepton 50

o Sodium Chloride 50

o Agar 15¢

. Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su icerisine 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. Izole edilen suslar, sterilize edilmis TSA igeren tiiplerde +4°C’de

muhafaza edilmistir.
Organik asitler(Merck)
. Galakturonik asit
. Glukuronik asit
o Aljinik asit

° Sitrik asit

Mac Farland Tiipleri
o X Cozeltisi % 1,175 BaCl; 2H,0 (w/v)
° Y Cozeltisi %1 0,36 N H,SO4 (V/V)

X ve Y Cozeltileri Tablo 2.2° de belirtildigi oranlarda karistirilarak No:1” den 10 a
kadar Mac Farland tiipleri elde edilmistir.

Tablo 2.2: Mac Farland Metoduna gore X ve Y ¢ozeltilerinin karisim oranlari

No |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
X 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Y 9,9 9,8 9,7 9,6 9,5 9,4 9,3 9,2 91 9,0
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Potasyum Dikromat Cozeltisi (1000 ppm) (K>Cr,0O7) (Merck)
o Potasyum dikromat 0,2829 g
o Distile su 100 mi

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,07 olacak sekilde tartim
yapilmistir. Cozeltinin pH degeri 6 N NaOH ile 7+0,1’ye ayarlanmistir. Steril stok
coOzeltisi renkli sisede +4 °C’de buzdolabinda maksimum 1 ay tutulmustur. Arzu
edilen Cr cozeltilerini igeren besiortamlari hazirlamada, steril stok Cr (VI)

kullanilmistir.

Difenil-karbazid (DPC) (Merck)

. DPC 0549

. Aseton 100 ml

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

hafta saklanir.
%10’1uk Siilfirik asit Cozeltisi (H,SO,4) (Merck)

%10’luk siilfiirik asit ¢ozeltisi hazirlamak ig¢in 5,7 ml H,SO4 alinir, 100 ml’ye
tamamlanir. (Yogunlugu:1,84 g/em?, yiizdesi: %95-97)

NaHCO3; Tamponu
o NaHCO; 0,059
. Distile su 1000 ml

5,86x10% M olacak sekilde NaHCO3; tartilir ve 1000 ml distile su igerisinde

cozillerek hazirlanir. +4 ° C’de 1 ay saklanabilir.
NH3-NH, Tamponu
. NH;

. NH4CI
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SDS-PAGE ICIN KULLANILAN STOK COZELTILER
Akrilamid + N, N’ — Metilen Bis Akrilamid Stogu (%30’luk)
o 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)

o Trizma base (Sigma) 18,165 ¢
o 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.

Yigma Jel Tamponu (0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8)
o Trizma base 6,059
. SDS 049

Maddeler 75 ml distile suda ¢oziildiikten sonra 6 N HCI ile pH=6,8’e 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 1,219
o Glisin 5769
. SDS 1049

Maddeler 1000 ml distile suda ¢oziiliir.
Ornek Tamponu (2X)
. 1 M Tris-HCI, pH=7,6 2mi

° Gliserol 3ml
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. SDS 0549
. 2-p ME 2,0 ml
o Bromofenol blue 4 mg

Karisimin hacmi 10 ml’ye tamamlanir. 6 N HCI ile pH=6,8’¢ ayarlanir. Cozelti

renkli cam sisede oda sicakliginda saklanir.
Boyama Cozeltisi

o Coomassie Brillant Blue R250 159

o Glasiyal Asetik Asit 70,0 ml
. Metanol 50,0 ml
. Distile su 880,0 ml

Boya coziildiikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilir ve renkli cam

sisede oda sicakliginda saklanir.
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.
Molekiiler Agirhik Standardi

Proteinlerin molekiiler agirliklarin1 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 Hazirlanis

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

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

veya saf su ile kaplanarak hava ile temasi Onlenir ve polimerize olmasi igin beklenir.
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Yigma Jelin Hazirlanisi

. Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’°luk) 0,82 mi
. 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 pl

Bu karisim, polimerize olan ayirma jelin iizerindeki distile su uzaklastirildiktan ve
tarak yerlestirildikten sonra aparatta iki cam arasina dokiiliir. Jel polimerize olduktan
sonra tarak cikarilir, kuyular kosturma tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenir

ve hazne kosturma tamponu ile doldurulur.

2.2. Metot

2.2.1. Besi ortamm belirlenmesi

Izolatlarin gelistikleri en iyi besi ortammi belirlemek i¢in NB, TSB ve LB-Miller
besi ortamlart kullanilmistir.Her {i¢ besi ortamina da %2’lik bakteri ekimi yapilmis
ve 37 °C de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre yogunluklarmi
belirlemek igin spektrofotometrede 600 nm’de &lgiim yapilmistir. Olgiim sonunda en
yiiksek OD’ye sahip olan besiyeri bundan sonraki krom indirgeme deneylerinde

kullanilmistir.

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
tiir diizeyinde tiplendirilmelerinin yapilmasi i¢in 16S rRNA sekans analizine

gonderilmistir.
2.2.3. Bakterilerin gelisme sicakhiklarinin belirlenmesi

Bakterilerin optimum gelisme sicakliklarin1 belirlemek amaciyla TSB besi
ortamlarinda 25, 30, 37, 40, 42 °C’lerde inkiibe edilmis ve bakterilerin sicaklik

toleranslart Mc-Farland metoduna gore belirlenmistir.
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2.2.4. Bakterilerin hekzavalent krom direncliliginin belirlenmesi

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

yapilmustir.

2.2.5. Bakterilerin krom indirgemesi

Yari-kesikli Cr (VI) indirgeme calismalarinda, Pseudomonas mendocina PASS3-
P18 ve Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suslar1 TSB besiyerinde 37 °C’de,
son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlanan krom igeren besiyerlerinde iiretilerek
bakterilerin krom indirgeme o6zellikleri belirlenmistir. Sabit pH’da (7+0,2 ve 6+0,2)
yapilan deneylerde indirgenme reaksiyonu ile birlikte pH’da meydana gelen

degisimleri sabitlemek i¢in NaHCO3 tamponu (0,11 mM) kullanilmustir.

2.2.6. Analitik metot

Krom indirgeme ¢alismasi i¢in gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden, belli araliklarla (6
ve/veya 12 saat) steril pipet yardimi ile alinan 6rnekleri 6000 x g’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernetantlarin Cr (VI) icerikleri UV
spektrofotometrede (UV Lange DR5000) 540 nm’de difenilkarbazid kullanilarak
kolorimetrik olarak belirlenmis ve 6rnekteki Cr (V1) miktari ise standart Cr (VI)
degeri ile karsilastirilarak tespit edilmistir (APHA, 1995). Standart egrinin
¢ikarilmas1 igin 1x10™ ile 3x107 arasindaki konsantrasyonlarda diliisyon tiipleri

hazirlanmustir. R? degeri 0.99’un altindaki degerler kabul edilmemistir.

2.2.7. pH’mn etkisi

Krom indirgemesine pH’nin etkisini belirlemek i¢in, pH 6.0, 7.0, 7.5, 8.5, 9.0 ve
9.5’da Cr (VI) indirgeme deneyleri yapilmistir. Besiyerinin pH’t 6 N HCI ve 6 N
NaOH ile ayarlanarak, pH 6.0, 7.0 ve 7.5 i¢in NaHCO3, pH 8.5, 9.0 ve 9.5 i¢in ise

NH;-NH,4Cl tamponlart pH’1 sabitlemek i¢in besiyerlerine ilave edilmistir.

2.2.8. Baslangic krom konsantrasyonunun indirgemeye etkisi

Farkli krom konsantrasyonunun indirgemeye olan etkisini belirlemek amaciyla
besiyerine baglangi¢ krom konsantrasyonlart  stok Cr (VI)  soliisyonundan

Pseudomonas mendocina PASS3-P18 susu i¢in 30, 50, 80 ve 110 ppm,
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Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 susu i¢in 10, 15, 20 ve 25 ppm olacak

sekilde ilave edilmistir.
2.2.9. Organik asitlerin Cr (V1) indirgemesine etkisi

Bakteriyel Cr (V1) indirgemesine elektron vericisi olarak organik asitlerin etkilerinin
incelenmesi i¢in aljinik asit, galakturonik asit, glukuronik asit ve sitrik asit
kullanilmistir. Organik molekiiller besiortamina 1 g/L olacak sekilde ilave edilmistir

(Wang ve Xiao, 1995; Mabbett ve dig., 2002).

2.2.10. Organik asitlerin ikili kombinasyonlarimin Cr (V1) indirgemeye etkisi

P18 ve P22 suslar i¢in en yiiksek krom konsantrasyonlarinda (25 ve 110 ppm)
organik asitlerin ikili etkilesimleri de incelenerek krom indirgemesine olan etkileri
gozlemlenmistir. Besi ortamlari hazirlanirken aljinik asit, galakturonik asit,
glukuronik asit ve sitrik asit miktarlar1 her biri igin 1g/L olacak sekilde ilave

edilmistir.
2.2.11. Biyosorpsiyon

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 ve Pseudomonas mendocina PASS3 —
P18 susu 1000 mI’lik TSB besi ortaminda 24 saatlik inkiibasyondan sonra, +4 °C’de
6000 rpm devirde 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet, Pastor firninda
antiseptik kosullarda 12-16 saat 120 °C’de kurutulmustur. Kurutulmus pellet
biyokiitle miktart Slgiilerek 1g/L olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki (P18
susu i¢in 30, 50, 80 ve 110, P22 susu i¢in 10, 15, 20 ve 25 ppm) 100 m1’lik Cr (V1)
cozeltilerine ilave edilmistir. Ornekler 37 °C’de inkiibasyona birakilarak, belirli

araliklarla difenilkarbazid metoduna gore krom konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
2.2.12. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

2.2.12.1. Kromat rediiktaz enziminin indiiklenmesi

Krom varliginda, krom rediiktazin indiiklenip indiiklenmedigini belirlemek i¢in p18
ve P22 suslar1 i¢in daha 6nce belirlenen krom konsantrasyonlarinda ve kontrol grubu
olarak da krom igermeyen besiortaminda fiiretilmislerdir. Hiicrelerin periplazmik
fraksiyonlarinin protein profillerini karsilastirmak i¢in, konsantre periplazmik

fraksiyonlar 100 pl 6rnek diliisyon tamponunda siispanse edilmistir (0,0625 M Tris,
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pH=6.8; %2 SDS, %10 Gliserol, %5 B-merkaptaetanol ve %0,001’lik bromo fenol
blue). Kaynatilan 6rnekler Laemmli (1970)’nin metoduna gére SDS-PAGE (Biolab
20X20,5)’de yiiriitiilmiistiir.

Bakterilerden periplazmik fraksiyon elde etmek icin osmotik sok metodu
kullanilmigtir (Poole ve Hancock, 1984; Ganguli ve Tripathi, 2001). Bunun igin bir
gecelik kiiltirler 10000g’de (7000 rpm) 4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek
toplanmustir. Pellet 8 ml 0,05 M Tris HCI (pH=7,3), 0,2 M MgCls 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
siipernetant, filtreli santrifiij tiipii ile (Amnicon MW 10 000 Da) konsantre edilmistir.
Ortamdaki MgCI,’ti uzaklastirmak igin 0,05 M HCl’e (pH: 7.3) karsi diyaliz

uygulanmustir.

2.2.12.2.Poliakrilamid jel elektroforezinin yapilisi

Elektroforez iglemi Laemmli (1970)’ye gore yapilmistir.

2.2.12.3.Proteinlerin elektroroforezde yiiriitiilmesi 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°1lik Asetik

asit i¢erisinde saklanir.

2.2.12.4.Proteinlerin molekiiler agirhklarimin hesaplanmasi

Ayirma jelinde proteinin goc ettigi 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 agirliklart da ordinata konarak bir dogru ¢izilir. Daha sonra molekiil agirlig

hesaplanacak proteinin molekiil agirligi da hesaplanir.
2.2.13. Scanning elektron mikroskop (SEM) ile goriintiileme

P. mendocina PASS3-P18 susunun kromlu ve kromsuz ortamda SEM resimleri
Akdeniz Universitesi TEMGA birimine cektirilmistir. SEM igin 110 ppm Cr (V1)

iceren ve igermeyen 50ml’lik TSB besi ortamlar1 hazirlanmis ve bu besi ortamina
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%2’lik ekim yapilarak 37 °C, 125 rpm devirde calkalamali kiiltiirde 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Uretilen kiiltiirler polilizin kapli lamlara yayilarak SEM

takibi i¢in asagidaki prosediir sirayla uygulanmaistir.

%2,5 luk Gluteraldehit (2 saat, +4°C)

0,1 M lik Sorenson fosfat tamponu (10 dakikaX3, oda 1sis1 rotator)
% 0,1 Osmiyum Tetroxide (2 saat, oda 1s1s1 rotator)

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)

% 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 Ortam Belirlenmesi

Izolatlarin en iyi gelistikleri besi ortami1 Triptic soy broth (TSB) olarak belirlenmistir.
Kulanilan diger besiyerleri Nutrient Broth (NB) ve Luria Bertani-Miller (LB)
ortamlarinda bakteriler iyi gelisim gosterememislerdir. TSB besi yeri daha sonra
yapilan biitiin krom indirgeme deneylerinde aktif olarak kullanilmistir. Sonuglar

Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1: izole edilen bakterilere uygun besi ortaminin belirlenmesi

Bakteri Kodlar
Besi
ortamlar

— oo <t L0 e )] AN N~ N~ (@)} <t O (9\]

o o — — — 9V} N (92 o <t <t Ln

o o o o o o o a a a

NB + | ++ | ++ |+ + |+ | | |+ |+ + ++
TSB 44+ | | | | A | | | A | | | |
LB + |+ | | | |+ + ++ + | ++ | ++ | ++

+++: cok 1y1 gelisme, ++: 1y1 gelisme , +: zayif gelisme

3.2. Bakterilerin gelisme sicakhklarimin belirlenmesi

Izolatlarin farkli sicaklik degerlerine olan toleransi ve krom indirgeme caligmalari
icin en uygun sicaklik degerini belirlemek i¢in stoga alinan bakteriler TSB besi
ortaminda aktiflestirilerek 25, 30, 37, 40, 42 °C’lerde 24 saat inkiibe edilmis ve
gelisme durumlarma Mc-Farland ¢o6zelti tiipleri ile bakilmistir. Bulaniklik
derecelerine gore en 1yi gelisim 37 °C’de gozlenmistir. Daha sonraki tiim krom
indirgeme deneyleri 37 °C’de yapilmistir. Gelisme durumlart 1 ile 10 Mc-Farland

derecesine gore ¢ok iyi gelisme, iyi gelisme, az gelisme ve gelisme yok bigiminde
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degerlendirilmistir. Sonuclar Tablo 3.2’de verilmistir. Genel olarak biitiin izolatlar
tim sicaklik derecelerinde gelisme gostermesine ragmen izolatlardan sadece
Exiuguobacterium aurantiacum (P1) susu 25 ve 42 oC’lerde higbir gelisme

gostermemistir.

Tablo 3.2: izole edilen bakterilerin sicaklia kars1 toleranslari

Bakteri Kodlar:
Sicakliklar
(°C)
- 0 < To) ce) N N N~ (o) = © o
% o o - H N ~ ™ ™ < < Lo
o o o o o o o o o o
25 - N o o S L L o o Y [ S S S i A IR S S S + ++
30 T T = T o o S B A B e e I e I = e N N B = o B = o
37 T o o S N S O B B B B B I o o ol A = = SR I v S O S S S U S SR A S A A
40 B T = ST = S (R S S [ B R e o e e I T = T e o o s
42 ++ | + + N B e a1 e e I o S L e B T

+++: cok iyi gelisme, ++: 1yi gelisme , +: zayif gelisme, -: gelisme yok

3.3. Bakterilerin Tiplendirilmesi

Daha onceki ¢alismalarda API identifikasyon kitleri ve cesitli biyokimyasal testlerle
teshis ve tanimlamasi yapilan izolatlarin, REFGEN’e yaptirilan 16S rRNA sekans
analizi sonuglarinin degerlendirilmesi neticesinde toplam 12 izolat i¢inde 5 farkli tiir
oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin 3’4 Enterobacter cancerogenus, 4’i
Pseudomonas mendocina, 1’i Exiuguobacterium aurantiacum, 2’si Pseudomonas
stutzeri ve 2’si Enterobacter cloacae oldugu goriilmiistiir. 16S rRNA sekans analizi
ile tiplendirilen suslarin tiir ad1 ve izolasyon kaynaklar1 Tablo 2.1°de (bkz s: 42), 16S
rRNA sekans analizi ile ilgili filogenetik aga¢ Sekil 3.1°de verilmistir. Bu 12 izolat
icinde Pseudomonas tiirii 6 izolat arasindan daha sonra krom indirgeme galismalari

i¢in, kroma olan toleranslarina gore se¢im yapilmaistir.
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Sekil 3.1: izolatlarin 16S rRNA analizine gore filogenetik agaci

REFGEN analizleri neticesinde krom indirgemesi deneyleri i¢in belirlenen P18 ve
P22 suslarmin baz dizi analizleri ayr1 ve birbirleri ile karsilastirilarak suslar arasinda
benzerlik ve farkliliklar tanimlanmistir. P. mendocina PASS3-P18 susu 830 baz
ciftine sahipken, P. mendocina DS0601-FX-P22 susu 992 baz giftine sahiptir.

Bakterilerin baz dizi analizleri Sekil 3.2 ,3.3 ve 3.4’ te gosterilmistir.
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ST SEEATTS
ShaSh b AT AGS
LB S AT ST A
P B TTSEECC A

TTSASTAGAS
GSACSSESETEAS
ShATALHCSTTC
P OO
A TSASCTCTT AS
T AT A AGGT
CASTCATATT
SASSCTAGCTAS
SATOC AT A
L= T o
ACSTTAGTGET
TAaATTTIETS
SIS TTAATCS
SETTCGETT Ak
ST TECAT
SETEET GG A S
TAGSAAGGA S
ATACTEAT AT
GATTACATAC
LT A ST

Sekil 3.2: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 susunun DNA baz dizileri
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Sekil 3.3:

T SS A TS ASS
A SSS A ST T TS
AT ST A S5
PR L] = e
ASSIS S AT T
ChiSSA T T AT
CiSA TS T Ak
B A T sASAT A
SSSAaATAT IS
C S STSETST
S A ST T ESEEAS
T SACSTTACT
o e = = i = =
AT TA T SIS
SSATETGA A A
By BT TGS T S A
T ST ST AT
CAS TS S5 2
ST ST SA A A
ST AST T ATS
T T SASAETT
B d T TiSATCSSS
- M I = ]
ST s A SA AT

(830 bp)

a2 TS T A BT
T T SATT
2T TS TiES
TAaATA T ST A
CSiSS T T T
ST TEETSEAS
CTS ST T SAS
CiSS T A AT
SACA AT ST
SAaASGAEALSSTIC
SAASSSCTATT
A A S AT AN
ST AATAC AN
ST A A A ST SIS
L= e e e i = =+ = ) iy
ST AGAST AT
SIS T SAA LTS
SIS S A AT
C ST SEEEAST
ST Al B 52
TTASTSEC=T
SIS TS AT A
B A ST S A ASA
T T ASASAT

AT SST & AHS T
T ASTS ST S SA
TASTSESSEEEA
TACSTTT:TT AT
SO TAT ”AGAET
ST A AT SSECTTC
ASSA T SATCA
T T AT SIS A
S A ST T SA
TT S SATTSET
B T T AaATAEC
S AT TS S T T A
ST ST A AT
CSTASST ST
CAaA T TGS A
SETAG A GEET
STASATATAS
TS AT ESA TS
Pt B A SSATT
TST”aA AT T A
=] i - W N =
S TS S T SEAS
A T TATTT S
SEA T TEET ST

SASITIES S A SIS A
CoSS T EAST A
TS T T TS
SSS A A A SIS
SARSTITT A SST
o = = ] =
ST AT AT S
SIS ASTASTS
T A ST AT
S A ST AT TT
STTASTSTTT
AT T ST S
ST TAAT SIS,
T ST TAALSTT
A TS T AT T A
SET G GEA AT T T
LT e o -
CTSA T AT TSN
A SAT AT TS
Co ST T SSEAAT
TTAAST T SAC
AT ST SST T T
SO T T SACTAT
T

Pseudomonas mendocina DS 0601-FX-P22 susunun DNA baz dizileri

(992 bp)
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P22 GLGCITGACGAGAGCGCTAACACATGGCAAGTCGAGCAGAGGAGGGGAGCTTGCTCCCTGATTT
Pig TGCOGATGAGGA AT? CGCTAACICATGGCAAGTCGAGCGGAGGAAGGGAGCTTGCTCCCTGATTT
PRl AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA TGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCCGAAAG
P18 AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA TGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCCGAAAG
P72 GAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAG
pig GAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAG
p? ATGAGCCTAG GTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACT
P18 ATGAGCCTAG GTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACT
P2 GGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGE
P18 GGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGE
P2z AGTGGGGAATATTIGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTC
P16 AGTGGGGAATATTIGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTC
P22 TTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTIGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGT
P18 TTCGGATTGTAAAGCACTITAAGTIGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTITGACGT
P77 TACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGT
P18 TACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTICGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGT
P22 GTTAATCGGAATTACTGGGE CGTAAAAGCG CGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCC
P18 GTTAATCGGAATTACTGGG CGTAAAYGCG CGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCC
P2? CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCTAAACTGGE GAGCTAGAGTACGG TAGAGGGTGGTGGA
pig CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGC GAGCTAGAGTACGE TAGAGGGTGGTGGA
pzz ATTTCCTGTGTAGCGGTGAATTGCGTAGATATAGGAAGGAA CACCAGTGGGAGGGGACCACCCT
P18 ATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA CACCAGTGGLGAAGGCGACCACT
P2z GGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGEAGAAACAGGGATTACATACCCTGGG?
Mg TGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGARAAGCGTGGGEGE AGCAAACAGYGATTAGATACCCTGGTA
P22 AGGCCCCGCCCGGARACGATGTCAACTAGSG CCGTTGGAAATCCTTGGAGATTTTAATTGGGCCA
P18 GTCCACGCCGT?? AAACGATGTCAACTAG? CCGTT GGAATTCCTT?GAGATTTTAGTGGLGCAG
P} ACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGG CCGLAAGGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
R e L e e i R e e R R R e e R e i ek Lk Ly
PZ] CTAGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTG
P18 R R D P P R PR P R IR IR PRI IR IRV I TYI?
Pl GCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT

P18 2R e e e e R e R R e R R PR R PR R PR R IR R IR IR PR R PR Y

Sekil 3.4: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 ve Pseudomonas mendocina
DS 0601-FX-P22 susunun DNA baz dizi analizlerinin karsilastirilmasi

3.4. Bakterilerin Hekzavalent Krom Direnclilik Mekanizmalarinin

Belirlenmesi

Bakterilerin krom direngliligi, minimum inhibisyon konsantrasyonuna gore
belirlenmistir. Krom konsantrasyonu 10 ile 500 ppm araliginda tutularak toplam
hacim 5 ml olacak sekilde Broth Diliisyon yontemi kullanilmistir. Gozle goriliir bir
gelismenin olmadigi minimum krom konsatrasyonu MIK olarak degerlendirilmistir.
Ayrica sonuglar petri ekimi yapilarak da dogrulanmustir. Sonuglar Sekil 3.5°te

verilmistir.
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Pseudomonas mendocina (P39)
Enterobacter cloacae (P37)

Pseudomonas mendocina 8-40B28 (P27)

Pseudomonas mendocina DS0601-FX (P22)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Cr(VI) Konsantrasyonu (ppm

Sekil 3.5: Bakterilerin MiK degerleri

Krom indirgeme deneyleri i¢in yapilan 6n denemelerimiz sonunda kromun hiicre
lizerine 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.

3.5. Krom Indirgeme Deneyleri
3.5.1. Krom indirgemeye pH’nin etkisi

Krom indirgemeye pH’nin etkisinin belirlenmesi amaciyla pH’s1 6, 7, 7.5, 8.5, 9 ve
9.5’a ayarlanan TSB besiyerlerine dnceden aktiflestirilen Pseudomonas mendocina
PASS3-P18 susu % 2 oraninda inokiile edilmistir. Besiyerlerinin pH’s1t NaHCOj3
tamponu kullanilarak sabitlenmistir. Calisma sonunda elde edilen sonuglara gore,
Pseudomonas mendocina PASS3-P18 susu 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=7"de yapilmistir. Sonuglar Tablo 3.3’te ve Sekil 3.6’da

verilmistir.
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Tablo 3.3: P18 susunda ait farkli pH degerlerinin Cr (VI) indirgemeye etkisi(ODs40)

Zaman(sa) pH:9,5 pH:7,5 pH:6 pH:8,5 pH:9,0 pH:7
0 109,78+0,00 106,81£1,97 105,32+2.47 107,80+0,99 107,80+0,99 | 106,31+3,46
24 100,87+2,97 95,92+0,00 63,25+4,95 87,01£2,97 99,38+1,48 80,08+5,05
48 97,40+1,51 76,124+0,99 41,78+1,67 66,50+5,23 73,15+4,95 66,22+0,99
72 91,91£3,02 53,30+0,94 31,57+1,98 41,96+0,49 48,8944,45 41,28+1,17
96 85,52+6,43 32,56+0,99 23,1542,48 25,63+1,98 30,54+0,96 21,67+2,02
120 94,93+0,99 33,05+2,48 18,70+0,99 18,70+0,00 23,65+0,99 17,71+0,99
144 86,02+0,99 20,68+0,99 5,88+5,88 5,8340,00 8,80+0,99 0,00+0,00
168 84,04+1,98 20,68+1,98 3,90+3,90 4,34+1,48 7,31£0,50 0,00+0,00
192 74,13+1,97 9,29+1,49 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
216 76,61+1,48 11,77£2,97 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
240 76,61+1,48 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
4 )
P18 sugsunda farkli pH degerlerinin Cr(V1) indirgemeye etkisi
120,00 4
=
% 100,00 1 OpH:9,5
£ 80,00 1 B pH:7,5
c = .
8 £ 60,00] O pH:6
$% s anios
§~ ’ HpH:9,0
= 20,00 1 :
5 O pH:7
0,00-
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Zaman(sa)
\ S

Sekil 3.6: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 susununpH 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’s1t NaHCOj3 tamponu kullanilarak arzu
edilen pH’ya sabitlenmistir. Calisma sonunda elde edilen sonuglara gore,
Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 susu 25 ppm Cr (VI) ’u pH=6’da

inkiibasyonun 36. saatinde sifirlamistir. Diger pH araliklarinda bakteri ortalama 48.
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ve 60. saatlerde Cr (VI) ’y1 sifirlamigtir. Krom indirgeme deneyleri i¢in en iyi pH’nin
6 oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki tiim krom indirgeme deneyleri pH=6’da

yapilmistir. Sonuglar Tablo 3.4 ve Sekil 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.4: P22 susunda ait farkli pH degerlerinin Cr (VI) indirgemeye etkisi(ODs40)

Zaman(sa) pH:6 pH:7 pH:7,5 pH:8 pH:9,0
0 24,71%0,01 24,78+0,17 23,85+0,65 24.,46+0,43 24,48+0,02
12 17,35+0,40 19,26+0,06 19,90+0,13 19,90+0,10 24,12+0,15
24 3,56+0,44 17,30+0,45 14,20+0,17 15,52+0,48 24,27+0,00
36 0,00+0,00 4,25+0,22 2,25+0,42 6,21+0,06 24,40+0,10
48 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 2,134£0,09 24,25+0,02
60 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 24.20+0,07
/ ja - - - - - - \
P22 susunda farkli pH degerlerinin Cr(Vl) indirgemeye etkisi
25,00
=
c
120,00 9
O pH:6 g
B pH:7 11500 € 2
n
OpH:7,5 110,00 § 2
O pH:8 <
W pH:9,0 15,00 =
o
0,00
48 60
Zaman(sa)
(. y

Sekil 3.7: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 susunun pH degisimine bagli
Cr (VI) indirgemesi

3.5.2. Krom indirgemeye farklh krom konsantrasyonlarinin etkisi

Krom indirgeme deneyleri i¢in uygun pH ortamlar1 belirlendikten sonra her iki
bakteri susu icin de farkli krom konsantrasyonlarinin krom indirgemesi iizerine olan
etkilerini incelemek i¢in TSB besi ortamina P18 susu i¢in siras1 ile 110, 80, 50 ve 30
ppm’lik Cr (VI) konsantrasyonlari ilave edildikten sonra % 2’lik bakteri
inokiilasyonu yapilarak inkiibasyona birakilmiglardir. Ayn1 sekilde P22 susu i¢in de
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sirasi ile 25, 20, 15 ve 10 ppm’lik Cr (V1) konsantrasyonlar ilave edilerek % 2’lik
bakteri inokiilayonu yapilmistir. inkiibasyona birakilan deney gruplarindan her iki
bakteri i¢in de arzu edilen inkiibasyon periyotlarinda Ornekler alinarak krom

indirgeme miktarlar1 gézlemlenmistir. Sonuglar Sekil 3.8 ve 3.9 da verilmistir.

0 2 24 | 36

B 30,00 |29,40)25,75(22,92|15,07 | 6,85
050,00 |47,20]40,10 |36,62)30,10 | 26,50
B 80,00 (79,12 64,36 54,28
B110,00 (109,7 86,02 59,29

arkli krom konsantrasyonlarinin Cr(VI)
indirgemeye etkisi

80
Cr(VI)

Konsantrasyonu 60
(ppm)

40

20

0
1

Sekil 3.8: P18 susunda farkli krom konsantrasyonlarinin Cr (VI) indirgemeye etkisi

1 krom konsantrasyonlarinin Cr(VI)
indirgemeye etkisi

25,00

20,00

Cr(vl) 15,00
konsantrasyonu

(ppm) 10,00

5,00

0,00

a10

o15

B 20

25

Sekil 3.9: P22 susunda farkli krom konsantrasyonlarinin Cr (VI) indirgemeye etkisi
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3.6. Krom indirgemeye farklh organik asitlerin etkisi

Organik molekiillerce Cr (VI) 'nin indirgemesi, ¢aligmada kullanilan dogal organik

asitlerin molekiil agirligi ve yapisina bagli olarak faklilik gdsterebilmektedir. Cr

(VI)’nin dogal organik asitler tarafindan indirgenmesi i¢in ortamin pH’s1, sicakligi,

iyonik giicii ve ortamda mevcut diger redoks reaktif metallerin konsantrasyonu

oldukga 6nemlidir. Sonuglar Tablo 3.5 ve Sekil 3.10°de gosterilmistir.

Tablo 3.5: 110 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda

P18 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODsg0)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (Kontrol) asit asit asit asit
0 109,78+0,00 108,87+0,91 109,28+0,49 108,87+0,00 108,87+0,41
24 86,02+0,99 60,28+0,00 53,35+0,00 80,57+5,45 85,03+0,99
48 59,29+0,99 33,55+0,99 33,55+0,00 60,28+0,00 65,23+0,00
72 48,40+2,97 2,86+0,99 9,29+0,50 53,84+50 48,40+0,00
96 29,59+4,95 0,00+0,00 0,00+0,00 31,07+6,44 37,5140,99
120 21,67+3,96 0,00+0,00 0,00+0,00 12,76+1,98 23,15+1,48
144 8,80+1,98 0,00+0,00 0,00+0,00 0,0040,00 10,28+1,49
168 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
4 N
P18 susunun 110 ppmCr(Vl) konsantrasyonunda farkh organik
asitlerin krom indirgemeye etkisi
120
= AN
o 100
>
2]
g 80 N~
g H 60
n Q
c Qo
2 40 \ \
2 20 \
o \
O T T T T T T T 1
0 48 72 96 120 168
Zaman(sa)
L |=——TSB —Aljinik  Sitrik —— Galakturonik == Glukuronik | )

Sekil 3.10: P18 susunun110 ppm Cr (VI) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemeye etkisi
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Krom konsantrasyonunun 80 ppm’e ¢ekilmesi, sitrik asitli ortamlardaki hiicrelere az

da olsa pozitif yonde etki ederek kromu 24 saat daha erken indirgemelerine vesile

olarak 120.

saate indirgemeleri ile sonuglanmistir. Sonuglar Tablo 3.6 ve Sekil

3.11°de gosterilmistir.

Tablo3.6: 80 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P18 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODsy0)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (Kontrol) asit asit asit asit
0 79,12+0,00 75,32+0,20 75,52+0,72 78,04+1,80 76,24+0,72
24 64,36+3,96 43,48+1,08 40,24+0,00 42,04+3,96 60,04+0,36
48 54,28+1,80 18,64+1,44 31,24+0,36 28,00+1,44 4924+3 24
72 34,84+0,36 3,88+1,80 9,28+1,44 16,84+0,36 41,68+1,44
96 23,68+7,20 0,00+0,00 0,00+0,00 4,2440,00 19,72+1,80
120 9,64+5,40 0,000,00 0,0040,00 0,00+0,00 8,9242 52
144 5324036 0,00:£0,00 0,00:0,00 0,00+:0,00 5,68+0,00
168 0,00+0,00 0,00:£0,00 0,00:0,00 0,00+:0,00 0,00+0,00
4 )
P18 susunun 80 ppm Cr(VI) konsanrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemesi lizerine etkisi
90
2 80
S 10 S
g 60 \\\
o . N
2 840
5&
>4 30 \_
E 20
6 10 \
O T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168
Zaman(sa)
L | —TSB —Aljink Sitrik ~—— Galakturonik == Glukuronik | )

Sekil 3.11: P18 susunun 80 ppmCr (VI) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin

krom indirgemeye etKkisi
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Ayni bakteri i¢in krom miktar1 60 ppm azaltilarak, 50 ppm krom iceren TSB ve
farkli organik asitlerin bulundugu ortamlarda yapilan denemelere gore, krom
miktarinin MiK degerine gére neredeyse % 55 oraninda azaltilmas: kontrol grubunda
(TSB) buluna P18 susu krom indirgeme siiresini yar1 yariya diisiirerek 84. saatte 50
ppm kromun tamamini indirgeyebilmislerdir. Sonuglar Tablo 3.7 ve Sekil 3.12°de

gosterilmistir.

Tablo 3.7: 50 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P18 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODsg0)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (Kontrol) asit asit asit asit
0 47,20+0,45 45,6240,23 45,40+0,90 46,75+0,45 47,4240,67
12 40,1020,55 28,30+2,20 25,82+0,67 36,17+0,67 36,62+1,12
24 36,62+0,12 26,27+2,03 23,80+1,35 35,05+0,90 34,82+0,67
36 30,10£2,70 23,80+1,35 16,24+3,06 22,9044,50 22,67+5,17
48 26,50+3,40 9,40+0,90 7,15+0,45 18,85+5,85 17,45+3,55
60 20,87+1,13 0,00+0,00 0,00+0,00 1,97+0,68 6,92+1,57
72 15,03+1,12 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 4,9042.25
84 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
4 )

P18 susunun 50 ppm Cr(Vl) konsantrasyonunda farkl organik
asitlerin krom indirgemeye etkisi

)]
o

40 ~

. NN
20 \

Cr(VI) Konsantrasyonu (ppm)

0 r T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84
Zaman(sa)

|—TSB —— Galakturonik Glukuronik == Aljinik == Sitrik |

g y

Sekil 3.12: P18 susunun50 ppmCr (V1) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemeye etkisi

65



MIK degerine (110 ppm) gore yaklasik % 73 oraninda azaltilarak 30 ppm krom
konsantrasyonu ile yapilan deneme sonuglarina gore, P18 susu kontrol grubu (TSB)
ortamlarinda kromun tamamin 60 saatte sifirlamislardir. Sonuglar Tablo 3.8 ve Sekil

3.13’te gosterilmistir.

Tablo 3.8: 30 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P18 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODs40)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Aljinik Sitrik

(sa) (Kontrol) asit asit asit asit

0 29,40+0,00 28,05+0,00 28,86+0,27 28,45+0,67 27,51+0,27

6 26,70+0,54 25,13+0,32 21,16+0,40 26,70+0,54 25,87+0,25
12 25,70+0,18 21,55+0,56 19,41+1,08 25,62+0,54 24,54+0,81
24 22,92+0,00 14,68+0,67 11,58+1,89 20,89+0,67 17,65+0,14
30 16,71£1,08 10,09+0,94 6,31+1,48 15,22+0,68 12,9340,79
36 15,07+0,29 6,99+135 2,40+1,08 12,25+1,48 7,800,00
48 6,85+1,21 0,00+0,00 0.00+0,00 1,99+0,13 0,00+0,00
54 2,53+0,94 0,0040,00 0,00+0,00 1,3240,27 0,00+0,00
60 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

4 )

P18 susunun 30 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farkli organik
asitlerin krom indirgemeye etkisi

35
30
25
20
15
10

Cr(VI) Konsatrasyonu (ppm)

Zaman(sa)

L | — TSB — Galakturonik Glukuronik == Aljinik == Sitrik |

Sekil 3.13: P18 susunun 30 ppm Cr (VI) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemeye etkisi
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P22 susunda MIK degeri olan 25 ppm krom konsantrasyonunda yapilan farkli
organik molekiillerin Cr (VI) indirgemesine olan etkileri incelendiginde, herhangi bir
organik asit icermeyen kontrol grubu (TSB) ortamindaki hiicreler yaklagik 25 ppm
kromu inkiibasyon periyodunun 36. saatinde tamemem tliketmislerdir. Sonuglar

Tablo 3.9 ve Sekil 3.14’te gosterilmistir.

Tablo 3.9: 25 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda

P22 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODsy0)

.

Zaman TSB Galakturonik | Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (kontrol) asit asit asit asit
0 24,72+0,23 24,05+0,00 23,93+0,12 23,71+0,11 24.95+0,00
6 21,42+0,15 15,83+1,02 12,34+0,22 19,66+0,56 21,46+£0,56
12 19,10+0,45 11,55+0,12 8,07+0,22 17,07+0,00 17,86+0,34
24 13,81+0,56 4,81+0,34 4,13+0,34 13,02+2,02 12,91+0,79
30 7,85+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,88+0,78 4,24+2 93
36 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
[ -
P22 susunun 25 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farkli organik
asitlerin krom indirgemesi ilizerine etkisi
30
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Sekil 3.14: P22 susunun 25 ppm Cr (VI) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemeye etkisi
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20 ppm’lik krom konsantrasyonu ile yapilan krom indirgeme denemelerinde, krom
indirgeme siireleri agisindan 25 ppm krom konsantrasyonu denemelerinden higbir
fark gbézlenmemistir. TSB kontrol grubu 36 saatte 20 ppm kromu tamamen
sifirlarken, galakturonik asitli ~ ve glukuronik asitli ortamlarda inkiibasyon
periyodunun 30. saatinde, sitrik asitli ve aljinik asitli ortamlarda ise yine kontrol
grubu ile aym siirede sifirlamiglardir. Sonuglar Tablo 3.10 ve Sekil 3.15°te

gosterilmistir.

Tablo 3.10: 20 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P22 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODsgo)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (kontrol) asit asit asit asit
0 19,69:+0,09 19,33+0,07 19,42+40,18 19,510,09 19,96+0,00
6 17,98+0,36 12,13+0,45 10,06+0,90 17,80+0,00 17,89+0,09
12 15,01+£0,45 7,36+0,36 5,56+0,36 13,48+0,36 14,74+0,90
24 9,61+0,45 2,50+0,54 1,78+0,18 57443 .42 10,15+1,17
30 5,65+0,99 0,00+0,00 0,00+0,00 2,15+£2,15 2,514£2,51
36 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
/ -
P22 susunun 20 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farkh organik
asitlerin krom indirgemesine etkisi
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Sekil 3.15: P22 susunun 20 ppm Cr (VI) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemeye etkisi

68



Krom miktarimin % 40 oraninda azaltilmasi ile 15 ppm krom konsantrasyonunda
yapilan farkli organik asitlerin P22 susunda krom indirgemesi {izerine olan etkileri
gozlenerek sonuglar Tablo 3.21 ve Sekil 3.26’te gosterilmistir. Galakturonik asitli ve
glukuronik asitli ortamda yetisen P22 susu krom indirgemesinde etkili olarak
inkiibasyon periyodunun ilk 12. saatinde yaklasitk 15 ppm kromu tamamen

stfirlamiglardir. Sonuglar Tablo 3.11 ve Sekil 3.16°da gosterilmistir

Tablo 3.11: 15 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P22 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODsgo)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (kontrol) asit asit asit asit
0 14,43%0,13 14,29+0,13 14,2340,07 14,63%0,07 14,57+0,27
6 11,6040,40 3,2240,68 3,02+0,20 9,50+0,34 10,38+1,08
12 8,55+0,75 0,00+0,00 0,00+0,00 7,41+0,00 8,89+0,00
24 4,84+0,40 0,00+0,00 0,00+0,00 3,69+0,20 5,11+0,68
30 3224027 0,00+0,00 0,00+0,00 2,3440,20 2,55+0,81
36 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

/
P22 susunun 15 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farkl organik
asitlerin krom indirgemesine etkisi
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Sekil 3.16: P22 susunun 15 ppm Cr (VI) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemeye etkisi
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Krom miktar1 10 ppm’e ¢ekilerek yapilan farkli organik asitlerin P22 susunda krom
indirgemesi lizerine olan etkileri gdzlenmistir. 25, 20 ve 15 ppm krom ortamlarinda
yapilan denemelerle paralel sonuglar elde edilmistir. P22 susunun gelisim ortamina
galakturonik asit ve glukuronik asit ilave edildiginde kontrole kiyasla krom
indirgemesinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Deney Sonuglar1 Tablo 3.12 ve
Sekil 3.17°de gosterilmistir.

Tablo 3.12: 10 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P22 susuna ait Cr (V1) indirgemesi (ODsgo)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik

(sa) (kontrol) asit asit asit asit
0 9,62+0,09 9,57+0,14 9,57+0,04 9,57+0,14 9,71+0,09
6 6,06:0,23 0,3540,00 1,07+0,36 5,97+0,94 6,27+0,03

12 4,22+0,45 0,00+0,00 0,00+0,00 3,72+0,40 3,82+0,32

24 2,28+031 0,0040,00 0,00+0,00 1,83+0,31 2,010,05

30 0,75+0,23 0,00+0,00 0,00+0,00 0,53+0,09 0,35+0,09

36 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

4 )

P22 susunun 10 ppm Cr(Vl) konsantrasyonunda farkli organik
asitlerin krom indirgemesine etkisi
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Sekil 3.17: P22 susunun 10 ppm Cr (VI) konsantrasyonunda farkli organik asitlerin
krom indirgemeye etkisi



3.7.  Organik asitlerin ikili kombinasyonlarinin Cr (VI) indirgemeye etkisi

Bu calismada farkli organik molekiillerin ikili kullanimlarmin krom indirgemesine
olan etkilerini incelemek i¢in gakalturonik asit, glukuronik asit, sitrik asit ve aljinik
asit maddelerinin her birinden 1 g/L olacak bigimde besiyerine ilave edilerek Cr
(V1) indirgeme deneyleri hem P18 hem de P22 suslarin her ikisi i¢in sadece MIK
degeri olan (110 ve 25 ppm) krom konsantrasyonlarinda c¢aligilmistir. Buna gore P18
ve P22 susu i¢in en yiiksek krom konsantrasyonlarinda organik molekiillerin ikili
etkilerinin Cr (V1) indirgemesine etkileri arastirllmistir. Krom indirgeme deneyleri,
galakturonik+glukuronik, galakturonik+aljinik, galakturonik+sitrik,
glukuronik+aljinik, glukuronik+sitrik ve aljinik+sitrik seklinde organik asitlerin ikili
kombinasyonlar1 saglanarak dizayn edilmistir.Sonuglar birbirleri ile karsilastirilarak
organik molekiillerin Cr (V1) indirgemesi tizerine antogonistik mi yoksa sinerjitik bir

etki mi gosterdikleri belirlenmistir. Sonuglar tablo ve sekillerle ifade edilmistir.

P18 susunda 110 ppm krom konsatrasyonunda organik asitlerin tek baslarina etkileri
incelendiginde (Tablo 3.5, Sekil 3.10) galakturonik asitli ve glukuronik asitli ortamda
96. saatte indirgenen yaklasik 110 ppm krom, organik asitler beraber
kullandiklarinda bu siire yar1 yariya disiiriilerek kromun tamami 48. saatte

stfirlanmistir. Sonuglar Tablo 3.13 ve Sekil 3.18’de gosterilmistir.
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Tablo 3.13: P18 susunda organik molekiillerin ikili kullanimlarinin Cr (VI)
indirgemeye etkisi (ODs4)

Zaman(sa) Gal+Glu Gal+Alj Gal+Sit Glu+Alj Glu+Sit Alj+Sit
0 99,88+0,99 101,86+0,99 | 97,90+0,99 | 103,35+0,49 | 98,88+1,01 | 103,35+0,49
24 35,5340,99 50,38+1,98 49,88+1,48 53,35+1,98 59,29+0,00 | 71,17+0,99
48 0,00+0,00 18,7040,00 21,67+0,00 26,12+0,40 24,64+1,98 | 58,79+0,50
72 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 | 36,0240,50
96 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 | 22,66+1,98
120 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 7,81+0,00
144 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

é . A o )

P18 susunda organik molekiillerin ikili kullanimlarinin Cr(VI) indirgemeye

etkisi
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Sekil 3.18: P18 susunda organik molekiillerin ikili kullanimlarinin Cr (VI)
indirgemeye etkisi
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P22 susunun galakturonik+glukuronik asitli ortamda krom indirgeme durumlari
incelenecek olursa, tek baslarina hem galaktronik asitli hem de glukuronik asitli
ortamlarda 25 ppm krom konsantrasyonunu 30 saatte indirgedikleri (Tablo 3.19 ve
Sekil 3.24) dikkate alindiginda ikili kullanimlar1 bu siireyi inkiibasyon periyodunun
12. saatine ¢ekmistir. Diger taraftan galakturonik asitin, sitrik asit ile kullanim1 da
krom indirgeme siiresini kisaltmistir. 25 ppm krom eklendiginde tek baslarina
galakturonik asitli ortamda 30, sitrik asitli ortamda 36 saat siiren krom indirgemesi
beraber kullanildiklarinda 24 saate diismiistiir. Bagka bir konu ise, galakturonik asitin
aljinik asit ile kullanim1 krom indirgeme siiresini etkilememistir. Sonuglar Tablo 3.14

ve Sekil 3.19°da gosterilmistir.

Tablo 3.14: P22 susunda organik molekiillerin ikili kullanimlariin Cr (VI)
indirgemeye etkisi (ODs40)

Zaman(sa) Gal+Glu Gal+Alj Gal+Sit Glu+Alj Glu+Sit Alj+Sit
0 14,37+0,00 16,85+0,00 15,95+0,00 17,07£0,22 14,71+0,56 18,87+0,00
6 4,25+0,23 7,62+0,67 6,61+0,56 8,19+0,56 5,6+0,00 14,15+0,45
12 0,00+0,00 5,42+0,50 4,02+0,67 3,91+0,56 2,00+0,00 13,92+0,45
24 0,00+0,00 1,16+0,16 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 7,85+0,45
30 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 6,72+0,57
36 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 4,25+0,55
48 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,77+0,22
54 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00

"z )

P22 susunda organik asitlerin ikili kullanimlarinin Cr(VI)
indirgemeye etkisi
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Sekil 3.19: P22 susunda organik molekiillerin ikili kullanimlarinin Cr (VI)
indirgemeye etkisi
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3.8. Kromun hiicre gelisimine toksik etkisi

P18 susunda, organik asit igermeyen TSB ve farkli organik asitleri iceren kromsuz
besi yerleri hiicre gelisimi i¢in farkli krom konsantrasyonu denemelerine karsi
kontrol gruplarin1 temsil etmektedirler. Deney gruplarinin hiicre yogunluklari
spektrofotometrede 600 nm’de Olciilmiistiir. Sonuglar Tablo 3.15°te verilmistir ve

Sekil 3.20°de sekilsel diyagramla ifade edilmistir.

Tablo 3.15: Cr (VI) igermeyen TSB ve farkli organik asit ortamlarinda P18 susuna
ait hiicre yogunluklar1 (ODggo)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa.) (Kontrol) asit asit asit asit
24 1,30+0,05 1,34+0,00 1,31+0,02 0,97+0,06 1,52+0,03
48 1,87+0,00 1,97+0,02 1,95+0,03 1,89+0,02 2,324+0,18
72 2,60+0,06 2,40+0,08 2,4540,13 2,26+0,06 2,41+0,02
96 2,56+0,16 2,22+0,14 2,63+0,08 2,40+0,06 2,88+0,17
120 2,96+0,14 2,75+0,10 3,00+0,05 2,63+0,00 3,21+0,08
144 2,7120,02 3,25£0,15 3,35+0,07 3,05+0,14 3,20+0,04
168 2,63+0,00 3,06+0,06 3,15+0,13 3,05+0,15 3,01+0,04

4 ] ] ] ™)
P18 sugsunun Cr(VI) icermeyen TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagl hiicre yogunluk degisimi

4,00

g 3,50

o 3,00 ¢ TSB (Kontrol)

§ 2,50 ® Galakturonik asit

% 2,00 Glukuronik asit

£ 1,50 Sitrik asit

3 1,00 x Aljinik asit

< 0,50
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Sekil 3.20: P18 susunun Cr (V1) i¢cermeyen TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
zamana bagli hiicre yogunluk degisimi

74



Ayni besi yeri ortamlarina sadece farkli olarak 110 ppm Cr (VI) ilavesi yapildiginda
hiicre gelisimlerinde gozlenen degisimler Tablo 3.16’da verilmistir. Sonuglar sekil

3.21°de sekilsel diyagramla gosterilmistir.

Tablo 3.16: 110 ppm Cr (V1) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P18 susuna ait hiicre yogunluklari (ODgq)

Zaman TSB Galaktronik Glukuronik Sitrik Alginik
(sa.) (Kontrol) asit asit asit asit
24 0,07+0,01 0,09+0,01 0,08+0,01 0,07+0,01 0,06+0,00
48 0,10+0,01 0,94+0,02 0,23+0,03 0,18+0,00 0,82+0,02
72 0,19+0,04 1,60+0,02 1,53+0,04 1,23+0,07 1,24+0,01
96 1,47£0,11 2,05+0,08 2,03+0,05 1,40+0,01 1,73+0,01
120 1,93+0,05 2,35+0,25 2,55+0,13 1,65+0,02 2,12+0,12
144 2,37+0,12 2,98+0,12 2,93+0,11 2,62+0,05 2,82+0,00
168 2,76+0,23 2,90+0,10 2,95+0,15 2,71+0,07 2,50+0,00
4 . . . ™)
P18 sugsunun 110 ppm Cr(VI) iceren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagh hiicre yoguluk degisimi
3,50
g 3,00 + TSB (Kontrol)
o 2,50 . .
S ® Galakturonik asit
< 2,00
2 Glukuronik asit
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2 X Sitrik asit
g 1o % Aljinik asit
X INIK asi
2 0,50 )
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Sekil 3.21: P18 susunun 110 ppm Cr (V1) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagl hiicre yogunluk degisimi
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Baglangi¢ krom konsantrasyonlarinin bakteri hiicre gelisimleri iizerine etkilerinin
olup olmadigini anlamak adina krom konsantrasyonlarint azaltma yoluna gidilmistir.
Bunun i¢in ayn1 besi yeri ortamlara sadece 80 ppm Cr(VI1) konsantrasyonu ilavesi
yapilarak, bu konsantrasyonun TSB ve organik asitli ortamlarda hiicre gelisimleri
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.17’de verilmistir ve Sekil 3.22’de sekilsel

diyagramla gosterilmistir.

Tablo 3.17: 80 ppm Cr (V1) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P18 susuna ait hiicre yogunluklar1 (ODggo)

Zaman TSB Galaktronik Glukuronik Sitrik Alginik
(sa.) (Kontrol) asit asit asit asit
24 0,35+0,05 0,21+0,04 0,23+0,02 0,76+0,20 0,14+0,01
48 0,45+0,02 0,43+0,01 0,52+0,03 1,22+0,06 0,41+0,03
72 1,41£0,01 1,17+0,18 1,68+0,04 0,84+0,10 1,59+0,15
96 1,69+0,04 2,54+0,23 2,76+0,10 2,13+0,07 1,88+0,13
120 2,54+0,43 2,91+0,04 3,19+0,09 2,61+£0,40 2,47+0,09
144 1,91£0,21 2,47+0,15 2,960,19 2,58+0,08 2,63+0,04
168 2,7240,06 2,61+0,03 2,65+0,09 2,60+018 2,68+0,24
4 )

P18 susunun 80 ppm Cr(VIl) icren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagl hiicre yogunluk degisimi
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g 3,00 + TSB (Kontrol)
o 2,50 . .
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Sekil 3.22: P18 susunun 80 ppm Cr (VI) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagli hiicre yogunluk degisimi
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Yine aymi besi ortamlarma bu kez 50 ppm konsantrasyonunda Cr (VI) ilavesi
yapilmigtir. 110 ppm ve 80 ppm konsantrasyon denemelerine bagli olarak krom
konsantrasyonu azaltildik¢a hiicre gelisimlerinin de buna zit yonde  arttigini
sOyleyebiliriz. 50 ppm krom konsantrasyonu i¢inde yapilan denemeler sonunda elde

edilen sonuglar Tablo 3.18’de verilerek, Sekil 3. 23’te sematize edilmistir.

Tablo 3.18: 50 ppm Cr (V1) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P18 susuna ait hiicre yogunluklari (ODggp)

Zaman TSB Galaktronik Glukuronik Sitrik Alginik
(sa.) (Kontrol) asit asit asit asit
12 0,11£0,00 0,17+0,01 0,15+0,00 0,25+0,01 0,20£0,01
24 0,11+0,00 0,17+0,01 0,31+0,16 0,41+0,14 0,34+0,14
36 0,6120,49 0,45+0,12 0,79+0,08 0,89+0,41 0,85+0,13
48 0,69+0,57 0,98+0,07 1,81+0,36 1,33+0,01 1,60+0,54
60 1,59+0,09 1,68+0,07 1,90+0,55 1,60+0,23 1.3340,11
72 1,65+0,09 1,84+0,03 2,05+0,39 2,05+0,35 1,2840,13
84 2,19+0,08 2,58+0,03 2,09+0,06 1,97+0,12 1,2740,13
4 ™)
P18 susunun 50 ppm Cr(VI) iceren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagli hiicre yogunluk degisimi
3,00
E 250 + TSB (Kontrol)
§ 2,00 ® Galakturonik asit
2 1,50 Glukuronik asit
©
g 1,00 Sitrik asit
2 050 x Aljinik asit
< ’K X
0,00 & L . . . . .
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Sekil 3.23: P18 susunun 50 ppm Cr (V1) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagli hiicre yogunluk degisimi
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P18 susu i¢in son olarak denedigimiz 30 ppm krom konsantrasyonunun hiicre
gelisimleri {izerine etkisi incelenmis ve sonuglar Tablo 3.19°da verilmis olup ayrica
Sekil 3.24°te sekille sematize edilmistir. Daha 6nce yapilan 110, 80 ve 50 ppm krom
konsantrasyonlarina gore, krom konsantrasyonunun azaltilmasi ile hiicre gelisimleri
biiyiik oranda bu durumdan etkilenmistir. Total inkiibasyon siiresi, krom indirgeme
deneyleri de dikkate alinarak 60 saate diismiistiir. Hiicrelerin ortamda bulunan 30
ppm kroma olan toleranslari, 24 saatlik bir adaptasyon siirecini asmay1 gerektirmistir.
24 .saatten sonra hiicreler normal aktif yasam siireglerine ancak ulagmiglardir. Fakat

bu siire¢ diger konsantrasyon denemelerine gore daha da kisalmistir.

Tablo 3.19: 30 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P18 susuna ait hiicre yogunluklari (ODggp)

Zaman TSB Galakturonik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (Kontrol) asit asit asit Asit
6 0,09+0,02 0,15+0,04 0,13+0,03 0,11+0,00 0,13+0,01
12 0,10+0,00 0,15+0,04 0,17+0,02 0,1340,01 0,15+0,01
24 0.37+0,05 0,19+0,00 0,93+0,09 0,98+0,07 0,68+0,04
30 1,05+0,03 0,74+0,06 1,45+0,15 1,48+0,02 1,14+0,03
36 1,72+0,01 1,58+0,06 2,06+0,04 1,85+0,01 1,44+0,10
48 2,44+0,04 2,584+0,25 2,39+0,26 2,55+0,19 2,25+0,19
54 2,3540,05 2,64+0,26 2,14+0,51 1,80+0,03 1,66+0,06
60 2,15+0,05 3,05+0,31 2,14+0,55 1,80+0,03 1,59+0,05
4 ] ] ] )
P18 sugsunun 30 ppm Cr(VI) iceren TSB ve farkl organik asit
ortamlarinda zamana bagh hiicre yogunluk degisimi
3,50
g 3,00 # TSB (Kontrol)
o 2,50 . .
Q ® Galakturonik asit
€ 2,00
2 Glukuronik asit
s 1,50
2 Sitrik asit
g 100 Aljinik asit
X ni I
2 0,50 !
0,00
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66
Zaman(sa)
(. y

Sekil 3.24: P18 susunun 30 ppm Cr (V1) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagli hiicre yogunluk degisimi
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P22 susu ile kromsuz ortamda TSB ve organik molekiiller i¢in yapilan hiicre gelisim
denemelerinden elde edilen sonuglar Tablo 3.20°de ve Sekil 3.25’te verilmistir.
Genel olarak P18 susu i¢in yapilan deneme sonuglari ile paralel bir korelasyon
gozlenmektedir. Fakat suslarin farkliligi, inkiibasyon siiresi ve periyotlarin1 da
dikkate alirsak, degisken sonuglar gozlenmesi olasidir. Organik molekiiller hiicre

yogunlugu iizerine TSB ortamina gore ¢ok fazla etki etmemislerdir.

Tablo 3.20: Cr (VI) igermeyen TSB ve farkli organik asit ortamlarinda P22 susuna
ait hiicre yogunluklar1 (ODggo)

Zaman TSB Sitrik Aljinik
(sa) (Kontrol) Galakturonik asit | Glukuronik asit asit asit
6 1,12+0,12 0,97+0,01 0,80+0,00 0,60+0,05 0,58+0,06
12 1,85+0,31 1,52+0,06 1,24+0,32 1,03+0,05 1,31+0,09
24 2,43+0,19 2,63+0,01 2,12+0,28 1,95+0,06 1,91+0,09
30 2,19+0,27 2,14+0,02 1,75+0,25 1,64+0,14 1,68+0,08
36 2,53+0,38 2,41+0,15 2,01+0,29 1,63+0,09 1,87+0,07
4 ] ] ] )
P22 susunun Cr(VI) icermeyen TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagh hiicre yogunluk degisimi
3,00
E 250 + TSB (Kontrol)
§ 2,00 ® Galakturonik asit
2 1,50 Glukuronik asit
©
-g 1,00 Sitrik asit
§ 0,50 X x Aljinik asit
0,00 T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42
Zaman(sa)
N y

Sekil 3.25: P22 susunun Cr (V1) icermeyen TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
zamana bagli hiicre yogunluk degisimi
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P22 susu icin yapilan denemelerde en yliksek konsantrasyon olarak ilk etapta
bakterinin MIK’i olan 25 ppm krom konsantrasyonu kullanilarak hiicre gelisimleri
gbzlenmistir. Sonucglar Tablo 3.21°de verilmistir. Ayrica sema olarak da Sekil

3.26°da gosterilmistir.

Tablo 3.21: 25 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P22 susuna ait hiicre yogunluklari (ODggp)

Zaman TSB Galaktronik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa.) (Kontrol) asit asit asit asit
6 0,23+0,05 0,15+0,02 0,21+0,01 0,22+0,02 0,30+0,01
12 0,23+0,05 0,20+0,03 0,210,01 0,23+0,01 | 0,30+0,01
24 0,23+0,05 0.24+0,04 0,30+0,00 0,31+0,01 0,34+0,02
30 0,260,04 1,24+0,14 0,40+0,05 0,65+0,07 | 0,55+0,06
36 0,52+0,04 1,11+0,11 1,14+0,05 0,80+0,02 0,74+0,04
4 )

P22 susunun 25 ppm Cr(VI) iceren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagh hiicre yogunluk degisimi

1,40
g o + TSB (Kontrol)
o 1,00 | |
8 ® Galakturonik asit
= 0,80
g Glukuronik asit
s 0,60
£ Sitrik asit
9 0,40 . ri .
< 020 f‘ A [ 3 . x Aljinik asit

0,00 T ; : . : :

0 6 12 18 24 30 36 42
Zaman(sa)
A _

Sekil 3.26: P18 susunun 25 ppm Cr (V1) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagli hiicre yogunluk degisimi
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20 ppm krom kullanildiginda ise hiicre gelisimlerindeki degisim 25 ppm krom
kullanimindan pek farkli olmamistir. Bakteriler inkiibasyon siirelerinin baginda yine
kroma kars1 bir adaptasyon siireci geg¢irmislerdir. Bu siireci ancak 30 ve 36.
saatlerden sonra agmislardir. Galakturonik ve glukuronik asitin yani sira bu kez sitrik
asit ve aljinik asitli ortamlardaki hiicreler inkiibasyon periyodu sonunda TSB ortami
hiicrelerine fark atmislardir. Sonuglar Tablo 3.22°de verilmistir, Sekil 3.13’te

sematize edilmistir.

Tablo 3.22: 20 ppm Cr (V1) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P22 susuna ait hiicre yogunluklar1 (ODggo)

Zaman TSB Galaktronik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (Kontrol) asit asit asit asit
6 0,02+0,00 0,25+0,01 0,31+0,00 0,32+0,00 0,33+0,00
12 0,28+0,02 0,33+0,07 0,33+0,00 0,32+0,00 0,33+0,01
24 0,44+0,05 0,41+0,01 0,47+0,05 0,71+0,30 0,47+0,05
30 0,47+0,04 0,44+0,02 0,50+0,06 0,83+0,27 0,63+0,01
36 0,52+0,04 1,53+0,09 1,71+0,03 1,17+0,49 0,67+0,01
/ - - - \
P22 sugsunun 20 ppm Cr(VIl) iceren TSB ve farkl organik asit
ortamlarinda zamana bagh hiicre yogunluk degigimi
1,80
£
g 1,50 ¢ TSB (Kontrol)
8 120 = Galakturonik asit
é 0,90 Glukuronik asit
£ x x itrik asi
5 0,60 ” ‘ ~ Sitrik asit
= - x Aljinik asit
20,30 X 2 |
<
0,00 ? T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42
Zaman(sa)
N y

Sekil 3.27: P22 susunun 20 ppm Cr (V1) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagl hiicre yogunluk degisimi
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15 ppm’lik krom denemelerinde 25 ve 20 ppm krom konsantrasyonlarina gore
ortamlardaki hiicre gelisim diizeyleri galakturonik ve glukuronik asitli ortamlarda
gozle gortliir bir artig s6z konusu iken, TSB, ve aljinik asitli ortamlarda ¢ok fazla bir
degisim s6z konusu olmamaistir. Sonuglar Tablo 3.23’te gosterilmistir. Sekil 3.28°de

sekilsel dizayn1 da mevcuttur.

Tablo 3.23: 15 ppm Cr (VI) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P22 susuna ait hiicre yogunluklari (ODggp)

Zaman TSB Galaktronik Glukuronik Sitrik Aljinik
(sa) (Kontrol) asit asit asit asit
6 0,14+0,01 0,16+0,00 0,16+0,00 0,13+0,01 0,20+0,01
12 0,17£0,02 0,18+0,00 0,20+0,00 0,15+0,01 0,20£0,01
24 0,17£0,02 0,770,17 1,20+0,12 0,17+0,01 0,49:0,06
30 0,20+0,00 1,99+0,11 2,07+0,09 0,32+0,01 0,52+0,03
36 0,47+0,01 2,46+0,14 2,10+0,04 0,63+0,01 0,60:£0,02
/ - - - \
P22 susunun 15 ppm Cr(VI) iceren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagh hiicre yogunluk degisimi
2,80
E 240 + TSB (Kontrol)
o 2,00 L
S ® Galakturonik asit
= 1,60
4 Glukuronik asit
& 1,20
2 Sitrik asit
g 080 y X Aljinik asit
X
2 040 = x . !
" " &
0,00 ; T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42
Zaman(sa)
g J

Sekil 3.28: P22 susunun 15 ppm Cr (V1) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagl hiicre yogunluk degisimi
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Baslangi¢ krom konsantrasyonu 10 ppm oldugunda, kromun hiicre gelisimine toksik
etkisi incelendiginde, kontrole kiyasla organik asit iceren ortamlarda ¢ok daha iyi bir
gelisme gosterdigi tespit edilmistir. Elektron vericisi olarak galakturonik asit ve
glukuronik asit kullanildiginda, kromun toksik etkisinin minimum seviyede oldugu

goriilmiistiir. Sonuglar Tablo 3.24 ve Sekil 3.29°da verilmistir.

Tablo 3.24: 10 ppm Cr (V1) ilavesi yapilan TSB ve farkli organik asit ortamlarinda
P22 susuna ait hiicre yogunluklari (ODggp)

Zaman TSB Galaktronik Glukuronik Sitrik Alginik
(sa.) (Kontrol) asit asit asit asit
6 0,17+0,01 0,15+0,01 0,19+0,00 0,22+0,01 | 0,19+0,00
12 0,23+0,04 0,20+0,00 0,29+0,01 0,22+0,01 | 0,20+0,00
24 0,33+0,02 2,06+0,14 2,45+0,20 0,32+0,00 | 0,37+0,01
30 0,33£0,01 2,58+0,22 2,75+0,12 0,70+0,20 | 0,60+0,05
36 0,56+0,02 2,48+0,34 3,03£0,22 0,86+0,24 | 0,60+0,55
( - - - \
P22 susunun 10 ppm Cr(VIl) iceren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagh hiicre yogunluk degigimi
3,20
E 2,80
g 2,40 ¢ TSB (Kontrol)
& 2,00 = Galakturonik asit
% 1,60 Glukuronik asit
2 120 Sitrik asit
& 0,80
e 0 ¥ s x Aljinik asit
2 0,40
< Y - = * L4
0,00 T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42
Zaman(sa)
\ S

Sekil 3.29: P22 susunun 10 ppm Cr (V1) igeren TSB ve farkli organik asit
ortamlarinda zamana bagl hiicre yogunluk degisimi
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3.9. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon deneylerinde hem P18 susu i¢in hem de P22 susu i¢in daha 6nce krom
indirgeme deneylerinde kullanilan biitiin krom konsantrasyonlari i¢in yapilmistir. Bu
konsantrasyonlar sirasi ile P18 susu i¢in 110, 80, 50 ve 30 ppm, P22 susu i¢in 25, 20,

15 ve 10 ppm krom konsantrasyonlaridir.

Deney sonuglarma goére, P18 susunun kurutulan o6lii hiicreleri ilk 12 saatlik
inkiibasyon periyodunda 110 ppm krom konsantrasyonunda % 9.06, 80 ppm krom
konsantrasyonunda % 8.19, 50 ppm krom konsantrasyonunda % 5.98, 30 ppm krom
konsantrasyonunda ise % 2.27 oraninda Cr (VI) biyosorplamiglardir. Calismanin
ilerleyen saatlerinde krom miktarinda herhangi bir azalma olmadigi ve
biyosorpsiyonun durdugu goézlenmistir. Sonuglar Tablo 3.25 ve Sekil 3.30°da

gosterilmistir.

Tablo 3.25: P18 susunda farkli konsantrasyonlarda Cr (V1) biyosorpsiyonu (ODsgo)

Zaman(sa) 30 ppm 50 ppm 80 ppm 110 ppm
0 29,53+0,14 48,77+0,23 79,12+0,72 109,28+0,50
12 28,86+0,27 45,85+2,25 72,64+2,88 99,38+0,50
24 29,13+0,00 46,75+1,80 73,36+2,16 99,38+1,49
36 28,86+0,27 46,30+1,35 73,36+2,16 100,37+0,00
48 28,89+0,24 46,82+1,28 73,00+1,80 99,38+0,49
60 28,86+0,00 46,82+1,28 74,08+1,44 99,39+0,50
4 )

P18 susunun farkli krom konsantrasyonlarinda biyosorpsiyonu

r110

L100 3
190§
-80 ]
c

70 9
160 3
50 £
40 @
0 2
L0 =
S L0 ©

Q
S NN
>
(sa) N S N
Kullanilan Cr(VI)
Konsantrasyonlari

. y

Sekil 3.30: P18 susunun 30, 50, 80 ve 110 ppm Cr (V1) konsantrasyonlarinda
biyosorbsiyonu
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P22 susunun kurutulan 6li hiicreleri ise 60 saatlik inkiibasyon periyodunda 25 ppm
krom konsantrasyonunda % 1.33, 20 ppm krom konsantrasyonunda % 1.84, 15 ppm
krom konsantrasyonunda % 4.82, 10 ppm krom konsantrasyonunda ise % 0.95
oraninda Cr (VI) biyosorplamislardir. Daha sonra krom miktarinda herhangi bir
azalma olmadig1 ve biyosorpsiyonun durdugu gozlenmistir. Sonuglar Tablo 3.26 ve

Sekil 3.31°de gosterilmistir.

Tablo 3.26: P22 susunda farkli konsantrasyonlarda Cr (V1) biyosorpsiyonu (ODsag)

Zaman(sa) 10 ppm 15 ppm 20 ppm 25 ppm
0 9,44+0,09 14,50+0,03 19,60+0,18 24.8340,11
12 9,44+0,09 14,43+0,13 19,51+0,09 24,72+0,00
24 9,30+0,04 14,30+0,14 19,15+0,09 24.61+0,11
36 9,35+0,09 14,30+0,00 19,06+0,18 24,61+0,11
48 9,35+0,00 14,30+0,13 19,24+0,00 24,50+0,00
60 9,35+0,00 14,30+0,13 19,24+0,00 24,50+0,00
4 )

P22 susunun farkl krom konsantrasyonlarinda biyosorpsiyonu

25
=
120§
>
7]
S
15 € E
1]
n
10 §2
54
5 %
(&)
I3 0
Zaman(sa)
Kullanilan Cr(VI)
konsantrasyonlari
N J

Sekil 3.31: P22 susunun 10, 15, 20 ve 25 ppm Cr (V1) konsantrasyonlarinda
biyosorbsiyonu
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3.10. Elektroforez

a b

Sekil 3.32. a: P. mendocina DS0601-FX-P22 susunun periplazmik proteinlerinin
SDS-PAGE profilleri. 1: Marker (SM-0661), 2: P22 (kromsuz), 3: P22, 10 ppm Cr
(V1) , 4: P22, 15 ppm Cr (VI); b: P. mendocina PASS3-P18 susunun periplazmik
proteinlerinin SDS-PAGE profilleri, 1: Marker (SM-0661), 2: P18 (kromsuz), 3: P18,
30 ppm Cr (V1) , 4: P18, 50 ppm Cr (V1) , 5: P18, 80 ppm Cr (VD) , 6:
P18, 110 ppm Cr (V1)

P. mendocina DS0601-FX-P22 ve PASS3-P18 suslarmin periplazmik protein
profillerinin SDS-PAGE goriiniimleri Sekil 3.32°de verilmistir. Sekil 3.32a’da P22
susunda kromat rediiktaz olabilecek tek bir protein bandi bulunmustur. Bu protein
bandinin molekiiler agirligi yaklasik 31 kDa olarak hesaplanmistir. P. mendocina
PASS3-P18 de kromat rediiktaz enzimi olabilecegini diisiindiigiimiiz iki ayr1 protein
bandi gozlenmistir. Bu protein bantlarindan biri yaklagik olarak 29 kDa

biiyiikliigiinde iken diger bandin molekiiler biiyiikliigii yaklasik olarak 52 kDa’dur.
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3.11. Scanning Elektron Mikroskop Goriintiileri

Sekil 3.33: A) Pseudomonas mendocina PASS3-P18 susunun110 ppm kromlu
ortamdaki goriintiisii, B) Kromsuz ortamdaki goriintiisii

Her iki ortamdaki hiicreler dikkatle incelendiginde kromlu ortamdaki hiicrelerin daha
uzun ve genislemis oldugu ve sekillerinde bir dejenerasyon oldugu acikga
goriilebilmektedir. Kromsuz ortamda gelisen hiicreler daha parlak, diizgiin ve klasik
basil sekillerini korurken, 110 ppm krom igeren ortamda gelisen hiicreler kromun
toksik etkisinden dolayr tahris olmus, pargalanmis ve ipliksi bir goriiniim

almislardir.
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4. TARTISMA

Mikrobiyal krom indirgemesinin, mikroorganizmalarin fermentasyon sartlarinin
gelistirilmesiyle  dogrudan  iliskisi  vardir. Diger taraftan da  secilen
mikroorganizmalarin  kapasitesinin  arastirilmast  gerekmektedir.  Endiistriyel
caligmalarda biyolojik proseslerin iyilestirilmesi temel teskil etmektedir. Bu da,
kromu indirgeme yetenegine sahip mikroorganizmalarda verimin arttiritlmasi, kromu
indirgeyen yeni mikroorganizmalarin secilmesi ya da krom indirgeme yetenegi
bilinen mikroorganizmalarin 06zelliklerinin 1iyilestirilmesi ile saglanmaktadir. Bu

amagla, optimum sartlar arastirilmaktadir.

Literatiir 15181 altinda Cr (V1) indirgemesi lizerine c¢esitli faktorlerin etkilerini
arastirmak {izere yapilan bu c¢alismada Pamukkale Universitesi Bakteriyoloji
laboratuar1 kiiltiir stoklarindan temin edilen 12 adet bakteri kullanilmistir.
Bakterilerin tiir seviyesinde tespit ve tanimlanmasi giinlimiizde de yaygin bir
genotipik yontem olan 16S rRNA analizi ile yapilmistir. Bu analiz sonunda 12 adet
bakterinin 3’iiniin Enterobacter cancerogenus, 4’tiniin Pseudomonas mendocina,
1’inin Exiuguobacterium aurantiacum, 2’sinin Pseudomonas stutzeri, ve 2 tanesinin
de Enterobacter cloacae oldugu goriilmiistir. Bu suslarin Cr (V1) indirgeme
yetenekleri belirlenmis ve farkli organik asitlerin krom indirgeme 6zelliklerine olan
etkilerinin anlasilabilmesi i¢in bazi kiiltiirel parametreler optimize edilmistir. Bu
baglamda, bakteriyel krom indirgeme silirecine pH’nin etkisi, farkli krom
konsantrasyonu ve farkli organik asitlerin tek baslarna ve ikili kombinasyonlarinin
etkileri arastinlmigtir. Diger yandan bakterilerin krom indirgemesi yapip
yapmadiklarint kanitlamak icin ayrica oOlii bakteri hiicreleri ile  farkli krom
konsantrasyonlarinda biyosorpsiyon kapasiteleri de arastirilmistir. Ayrica bakterilerin
degisik krom konsantrasyonlar1 ile muameleleri sonucunda indiiklenmis olan kromat
rediiktazlarin varligin1 kanitlamak icin SDS-PAGE protein profilleri yapilmis ve
kromun bakteri hiicreleri lizerinde negatif etkilerinin somut goriintiileri SEM ile

¢ekilmistir.
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4.1. Krom indirgeme deneyleri icin suslarin secimi

Iki bakterinin DNA baz dizi analizleri birbirleri ile karsilastirildiginda dikkate deger
farklar oldugu goriilmiistiir. Sekil 3.4’te (bkz s: 58) goriildigi gibi bakterilerin
birbirlerinden farkli olan baz dizileri kirmiz1 renk ve eksik olan baz dizileri de soru
isareti (?) ile gosterilmistir. Her iki bakteri de farkli baglangic bolgelerine sahip olup,
Pseudomonas mendocina PASS3-P18 susunda 59 baz ¢ifti farkli iken, diger 771 baz
cifti ise Pseudomonas mendocina DS 0601-FX-P22 susu ile aynidir. Pseudomonas
mendocina strain DS 0601-FX-P22 susu ise ek olarak 162 farkli baz ciftine sahiptir.
Neticede bakterilerin farkli MIK degerlerine sahip olmalari genetik olarak bu farkli
bolge ve dizilere sahip olmalarindan kaynakli olabilir. Hangi gen bolgelerinin krom
indirgeme ile ilgili ilgili olup olmadigim1 anlamak i¢in ayrica molekiiler genetik

calismalar1 yapilmalidir.

4.2. Krom Indirgemeye pH’nin Etkisi

Bakteriyal krom indirgemesinin pH, sicaklik, hiicre inokiilasyon miktari, krom
konsantrasyonu ve organik substratlar gibi ¢ok sayida faktorle iligkili oldugu
bilinmektedir. Ozellikle kiiltiir baglangig pH’smin krom indirgeme iizerine nemi
cok fazla olup bakteriyel krom indirgemesini etkilemektedir. Bir ¢ok arastirmaci,
siklikla krom indirgemede bakterilerin optimum pH degerlerini arastirmis ve
aragtirmaya devam etmektedirler. Cheng ve Li (2009) yaptiklari bir ¢alismada,
Bacillus sp. MDS05 susunun kromu indirgeyebilmek i¢in optimum pH’sin1 7.0-9.0
araliginda tuttugunu, maksimum krom indirgemesini pH=8’de gerceklestirdigini
bildirmektedirler. Ayn1 arastirmacilar bakterinin ekstrem pH degerlerinde (5.0, 6.0 ve
10.0) krom indirgeme oraninin sinirlandigini da belirtmislerdir. Camargo ve dig.,
(2003a) de kroma direngli toprak bakterilerinde optimal pH’nin 7.0-8.0 araliginda
oldugunu rapor etmislerdir. Wang ve Xiao, (1995) calismalarinda Bacillus sp. ve
Pseudomonas fluorescens’de krom indirgemesi i¢in optimum pH’yr 7.0 olarak
bulmus ve bakterilerin krom indirgemelerinin pH 6.0’da inhibe oldugunu
soylemektedirler. Bacillus sp. XW4 ve bir gram pozitif izolatta optimum baglangic
pH’s1 ise 9°dur (Liu ve dig., 2004; Shakoori ve dig., 2000). Bacillus coagulans’ta ise
optimum pH 7.0’dir (Philip ve dig., 1998). Bu optimal pH derecelerindeki degisiklik

de, kromun detoksifikasyonunda maksimum Cr (VI) indirgemeye ulasilabilmesi i¢in
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farkli kiiltlirlerde optimum pH derecesinin belirlenerek, krom indirgeme i¢in pH

modifikasyonunun yapilmasinin énemli oldugunu gostermektedir.

Bu baglamda, yapilan c¢alismada ilk asama olarak izolatlarin en iyi krom
indirgedikleri pH dereceleri belirlenerek krom indirgeme deneyleri igin en uygun pH
degerleri segilmistir. Bu amagla Cr (V1) giderimi iizerine pH degisiminin etkisi pH
6.0, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5 araliginda hazirlanan besiyerleri ve en yiiksek krom
konsantrasyonlar1 110 ve 25 ppm kullanilarak aragtirilmistir. Besiyerlerinin pH’lar1

tampon kullanilarak sabitlenmistir (Tablo 3.3, 3.4; Sekil 3.6, 3.7; bkz s: 60, 61).

Calisma sonunda elde edilen sonuglara gére, Pseudomonas mendocina PASS3-P18
susu 110 ppm Cr (VI) 'u pH 7.0°de inkiibasyonun 144. saatinde sifirlamistir. P18
susu icin krom indirgeme silirecinde en uygun pH olarak kabul edilen pH 7.0°de
bakteri hiicreleri kromun toksik etkisinden dolayr ancak 72. saatte kroma karsi
gelistirdikleri adaptasyonla bu negatif etkiyi atlatarak hiicre yogunlugu ortalama
0.93 absorbansa ulasmustir. Diger pH araliklarinda bakterinin kromu sifirlama
zamaninin ortalama olarak 192. ve 240. saatler oldugu bulunmustur. pH 9.0, 8.5 ve
7.5°da gelisen hiicreler kroma karsi pH 7.0 hiicrelerine kiyasla 24 saat daha erken
adapte olmuslardir. Fakat pH 7.0’de gelisen P18 hiicreleri 110 ppm kromun
tamamini onlardan daha once tiiketmistir. Diger pH gruplarina gore yaklasik 110
ppm krom konsantrasyonu en kisa siirede sifirlanan pH ortami oldugu i¢in, P18 susu
icin bundan sonra yapilan biitiin krom indirgeme deneyleri pH 7.0’de sabitlenmistir.
pH 9.5’da inokiile edilen hiicrelerin, hem kromun toksik etkisi hem de yiiksek alkali
pH’nin etkisinden dolay1r ortamda aktif bicimde iiremedigi ve bu pH degerinde
kromu indirgemedigi tespit edilmistir. pH 9.0, 8.5, 7.5 ve 6.0 oldugunda, P18
susunda hiicre gelisimi olmasina ragmen kromun indirgeme siiresinin uzadigi

gozlenmistir (Tablo 3.3, 3.4, Sekil 3.6, 3.7; bkz s: 60, 61).

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 susu ise 25 ppm Cr (VI) "u pH 6.0’da
inkiibasyonun 36. saatinde sifirlamistir. pH 9.0’da hiicreler yiliksek alkali pH’dan
dolayr inhibe olarak gelisememislerdir. Diger pH degerlerinde ise kromun toksik
etkisini ancak atlatan hiicreler 25 ppm krom ortalama 48. ve 60. saatlerde
stfirlamiglardir. En kisa siirede pH 6.0’da gozlenen Cr (VI) indirgemesinde dolay1
daha sonra yapilan krom indirgeme deneyleri Pseudomonas mendocina DS0601-FX-

P22 i¢cin pH 6.0’da gergeklestirilmistir. Calisma sonunda elde ettigimiz sonuglar,

90



literatiir bilgilerini dogrular niteliktedir (Cheng ve Li, 2009; Wang ve Xiao, 1995).
Buna ilaveten, Pseudomonas mendocina suslariin ayni tiire ait olmalarina ragmen

farkli pH degerlerinde krom indirgeme yeteneklerinin varligi, sus farkliligindan

kaynaklanmistir (Tablo 3.3, 3.4; Sekil 3.6, 3.7; bkz s: 60,61).

4.3. Baslangic Krom Konsantrasyonunun indirgemeye ve Hiicre Gelisimine

Etkisi

Krom metali toprak ve su ortammin onemli Kirleticilerinden olup insan
aktivitelerinin bir sonucu olarak biyokimyasal, hiicresel, populasyon ve kommunite
diizeylerinde organizmalarda toksik etkiye neden olmaktadir. Sehirsel atik sular,
tarimsal erozyon, endiistriyel ve madencilik aktiviteleri gibi bulagsma etkenlerinin
sonucunda ¢evrenin kromla kontaminasyonu dikkat edilmesi gereken bir problem
haline gelmistir. Ayrica, krom serbest radikal olusumuna da neden olarak olusan bu
radikallerin aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve lipidlere

saldirarak bu biyomolekiillere zarar vermektedirler.

Mikroorganizmalarin tolere edebildigi metal dozu, mikroorganizma ve metal
iyonunun tiiriine gore degismektedir. Ayrica tolere edilebilir metal dozu

mikroorganizmalarin adaptasyonu ile arttirilabilir.

Krom organizmalar i¢in essensiyal bir element (Bailar, 1997) olmasinin yaninda
kanserojenik (Venitt ve Levy, 1974), mutajenik (Nishioka, 1975) ve yiiksek toksik
(Sharma ve dig., 1995; Petrilli ve De Flora, 1977) 6zelliklerinden dolayr ortamda
miktarinin  artmasiyla organizmalar {izerinde olumsuz etkilere sebep olur.
Calismamizda da, 110 ppm ve 25 ppm baslangig Cr (VI) konsantrasyonlari
bakteriler lizerinde ciddi toksik etkilere sebep olmus ve gelismelerini etkilemislerdir.
Daha sonra yapilan baslangi¢ krom konsantrasyonu denemelerinde konsantrasyonlar
azaltildik¢a g6zlenen hiicre gelisim sonuglart bu durumu desteklemistir ve krom
etkisinde P18 ve P22 suslarinin hiicre sayisi ve biiylime hizlarinin olumsuz
etkilendigi ve buna bagh olarak da krom indirgeme siireclerinin farklilik gosterdigi
gozlenmistir. Bakterilerin kromlu ortamdaki hiicre gelisimine bakildiginda, kontrole
kiyasla (Tablo 3.16, 3.21, Sekil 3.21, 3.26; bkz s: 75,80) her iki bakterinin krom

konsantrasyonu artisina bagli olarak hiicre gelisimlerinin azaldig1 gézlenmistir.
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Organizmalarin kroma olan toleranslar1 tiirden tiire, beslenme sekline, c¢evresel
etkenlere, krom konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. Bir¢ok arastirmaci
krom konsantrasyonunun tiirler iizerine olan etkilerini incelemis ve tolere ettikleri
krom miktarlarin1 rapor etmislerdir. Thacker ve Madamwar (2005) 50-300 ppm
arasinda farkli krom konsantrasyonlarinda Ochrobactrum sp. ile yapmis olduklari
calismada 300 ppm krom konsantrasyonunda indirgemenin en aza indigini bularak
bunun sebebini kromun toksik etkisinin hiicre gelisimini olumsuz etkilemesi olarak
aciklamiglardir. Laxman ve More (2002) Streptomyces griseus bakterisinde krom
konsantrasyonunun artmasi ile krom indirgeme oraninin azaldigini rapor etmistir.
Calismasinin  sonunda ise krom indirgeme oranimnin krom konsantrasyonu ile
baglantisinin olmadigini, kiiltiirin yast ile krom indirgemenin arttigini sdylemistir.
Ashwini ve dig. 2008 yilinda ayni bakteri ile yapmis olduklari ¢alismada diisiik krom
konsantrasyonunda indirgemenin daha hizli ve komplike oldugunu yiiksek
konsantrasyonlarda ise daha uzun inkiibasyon stirelerine ihtiya¢ duyuldugunu rapor
etmislerdir. P18 susu ile yapilan bu ¢alisma da Ashwini ve dig., (2008)’ni onaylar
niteliktedir. P18 susu i¢in 110 ppm ve 80 ppm krom konsantrasyonlarinda 168 saat
gibi ¢ok uzun bir inkiibasyon siiresi gozlenmistir. Pal ve Paul (2004) ise kroma
direncli 34 tane bakteriden olusan bir grup iizerinde yapmis olduklari c¢alismada
baslangi¢c krom konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun artmasi ile indirgemenin
arttigini bulmuslardir. Benzer sonuclar bu ¢aligmada da gézlenmistir. P18 susu i¢in
inkiibasyon periyodunun ilk 24 saatinde 110 ppm krom konsantrasyonunda 23.76
ppm, 80 ppm krom konsantrasyonunda 14.76 ppm, 50 ppm krom konsantrasyonunda
10.58 ppm ve 30 ppm krom konsantrasyonunda ise sadece 6.48 ppm krom
indirgenmistir. Ayni sekilde P22 susu i¢in ilk 24 saatlik inkiibasyonda aralarinda ¢ok
biiyiik farklar olmasa da 25 ppm krom konsantrasyonunda 10.91, 20 ppm krom
konsantrasyonunda 10.08, 15 ppm krom konsantrasyonunda 9.59 ve 10 ppm krom
konsantrasyonunda ise sadece 7.34 ppm krom indirgenmistir. Bu sonuglar Pal ve
Paul (2004)’un sonuglari ile desteklenmektedir (Tablo 3.5, 3.6; Sekil 3.10-3.11; bkz
S: 63, 64).

Nelombo nucifera’da 50 uM Cr konsantrasyonunda 168 saatlik etkilesimden sonra
Cr’un %79’ unun akiimiile edildigi gézlenmistir (Vajpayee ve dig., 1999). Wang ve
dig., (1997) fitoplanktonlardaki Cr (VI)’in biyokonsantrasyonunun farkliligina dikkat
¢ekmislerdir. Biiyiiyen kiiltiire Cr (V1) eklenmesiyle hiicre canliliginda bir azalisa
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ragmen, baz1 Enterobacter cloacae (Wang ve dig., 1989b), E. coli (Shen ve Wang,
1994b), P. flourescens ve Bacillus sp.( (Wang ve Xiao, 1995) kiiltiirlerinde baslangig
Cr (VI) oraninin artmasiyla Cr (V1) indirgeme orani artmaktadir. Benzer sonug E.

coli kiiltiirlerinde gézlenmistir (Shen ve Wang, 1994b).

Sunulan bu ¢aligmada yukarida da belirtildigi gibi literatiir arastirmalarina paralel
sonuclar elde edilmis olmakla birlikte, daha yiiksek baslangic krom
konsantrasyonlarinda krom indirgeme siiresinin uzamasina ragmen indirgenen krom
miktarinin arttig1 tespit edilmistir. P18, baglangi¢ krom konsantrasyonu 30 ppm iken
kromu indirgeme zamani 48 saat, 50 ppm’de 84 saat olarak kaydedilmistir. 110 ppm
ve 80 ppm krom konsantrasyonlarinda ise 168 saat olarak gozlenmistir (Tablo 3.5-
3.8; Sekil 3.10-3.13; bkz s: 63-66). Krom miktarindaki artisa bagh olarak indirgeme
zamant da artmistir, fakat P22 susu icin indirgeme siireleri degismezken, krom
konsantrasyonu azaltildik¢a indirgenen krom miktar1 da azalmaktadir. 25, 20, 15 ve
10 ppm krom konsantrasyonlarinda P22 susuna ait inkiibasyon periyodununun 36.
saatinde biitiin krom miktarlari sifirlanmistir (Tablo 3.9-3.12; Sekil 3.14-3.17; bkz s:
67-70).

Organik molekiiller, elektron vericisi veya alicisinin varligi, agir metal ve protein
denatiirantlarinin  krom indirgeme ile hiicre gelisimleri tizerine etkisi bir¢cok
arastirmaci tarafindan c¢alisilmaktadir (Cheung ve Gu, 2007; Sharma, 2002). Philip
ve dig.(1998)’ ne gore 1000 mg/L oranlarinda nitrat ve siilfat miktarlar1 Bacillus
coagulans 1n krom indirgemesine etki etmemektedir. Bacillus sp. suslarinin krom
indirgemesini 1400 mg/L nitrat ve 1200 mg/L siilfat miktarlarinin da etkisi
bulunmamaktadir (Wang ve Xiao, 1995). Ancak Enterobacter cloacae HO1’ in
anaerobik sartlarda krom indirgeme aktivitesinin 4 mg/L ZnSO, veya 425 mg/L
NaNOj; varliginda etkilendigi de rapor edilmistir (Komori ve dig., 1989). Escherichia
coli’ nin anaerobik sartlarda krom indirgeme oran1 8000 mg/L siilfat varliginda
azalirken 8000 mg/L nitrat varliginda etkilenmemistir (Shen ve Wang, 1995). Bu
calismalar nitrat ve siilfatin genel olarak bakterilerin krom indirgeme iizerine

etkilerinin oldugunu gostermektedir.

TSB kontrol grubu ve organik asitler karsilastirilacak olursa, ilk 24 saatlik
inkiibasyonda TSB, galakturonik asit ve glukuronik asit ortamlarindaki hiicre
gelisimleri  genel olarak birbirlerine yakinken, sitrik asitli ortamda gelisim daha

azdir. Fakat aljinik asitli ortamda en yiiksek gelisme gozlenmistir. Kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda, organik asit iceren besiyerlerinde bakterilerin krom varliginda
daha iyi gelisim gosterdikleri tespit edilmistir. Bu da elektron vericisi olarak
kullanilan organik asitlerin, kromun toksik etkisini azalttig1 seklinde yorumlanmustir.
Genel olarak, ilk 24 saatte hem TSB hem de organik asitler i¢in hiicre yogunluklari
kromsuz ortamda 1.00-1.50 gibi absorbans degerlerini asarken, 110 ppm krom
konsantrasyonunda hiicre yogunlugu 0.07-0.08 olmustur. Galakturonik ve glukuronik
asitli ortamdaki hiicre yogunluklar1 TSB ortamindaki hiicre yogunluklarina gore daha
yiiksekken, aljinik ve sitrik asitli ortamlardaki hiicre yogunluklar1 daha diistiktiir. Bu
durum organik asitlerin kroma karsi adaptasyon siirecini kisaltarak bu siireci daha
cabuk atlatmalar1 i¢in yardimci olduklart ve bunun sonucunda organik asitli
ortamlardaki hiicrelerin TSB ortamindaki hiicrelere gore daha hizli gelistikleri ve
bdylece inkiibasyon periyodu boyunca TSB ortaminda gelisen hiicrelere gore daha
cabuk yaslandiklar1 seklinde agiklanabilir (Tablo 3.5; Sekil 3.10; bkz s: 63).

Baslangi¢ konsantrasyonu 80 ppm iken TSB ortamindaki hiicre yogunlugu % 26,92
oraninda, galakturonik asitli ortamda % 15,67 oraninda, glukuronik asitli ortamda
%17,16 oraninda, sitrik asitli ortamda % 78,35 ve aljinik asitli ortamda % 9,21
oranindadir(Tablo 3.6; Sekil 3.11; bkz s: 64). Bu oranlar, 50 ppm krom
konsantrasyonunda ise TSB de % 36,90 oraninda, galakturonik asitli ortamda %
49,75 oraninda, glukuronik asitli ortamda % 92,82 oraninda, sitrik asitli ortamda %
70,37 ve aljinik asitli ortamda % 68,96 oranindadir (Tablo 3.7; Sekil 3.12; bkz s: 65).
Bakterilerin en aktif olduklar1 60. ve 72. saatteki gelisme durumlarina bakilacak
olursa, galakturonik, glukuronik, ve sitrik asitli ortamlardaki hiicre gelisim oranlar
TSB besi ortamindaki hiicre gelisim oranlarindan daha fazlayken aljinik asitte bu
oran diigmiistiir. Baslangi¢ konsantrasyonu 30 ppm oldugunda ise 110, 80 ve 50 ppm
konsantrasyona kiyasla ¢ok daha iyi gelisim saglanmistir(Tablo 3.8; Sekil 3.13; bkz
S: 66).

Genel olarak, P18 susu 110, 80, 50 ve 30 ppm krom Kkonsantrasyonlarinda
galakturonik veya glukuronik asit iceren ortamda daha iyi gelisim gosterirken sitrik
asitli veya aljinik asitli ortamlarda hiicre gelisimi zayif kalmigtir (Tablo 3.16-3.19;
Sekil 3.21-3.24; bkz s: 75-78).

P22 susunda da benzer sonuglar elde edilmistir. Genel olarak hiicre yoguunlugu,
krom konsantrasyon artigina bagl olarak azalmistir. Ancak besiyerine organik asit

ilavesi hiicre gelisiminde olumlu yonde etki etmistir. Tiim konsnatrasyonlarda en
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etkili organik asitler galakturonik ve glukuronik asit olmustur (Tablo 3.21-3.24; Sekil
3.26-3.29; bkz s: 80-83).

4.4. Organik asitlerin ve ikili kombinasyonlarinin krom indirgemesi iizerine

etkileri

Bakteriler, topraktaki toksik metalleri tasima 6zelligine sahiptirler. Toksik olan Cr
(VI), dogal ortamda biyotik ve abiyotik proseslerle, daha az ¢6ziinebilen ve insanlar
tizerinde nispi olarak daha zararsiz olan Cr (I11)’ e indirgenmektedir; ve Cr (VI)’ nin
Cr (Il)’ ¢ bakteriyal indirgenmesi, farkli besinlerin varhiginda ya da degistirilmis
besin sartlarinda gerceklesir (Priester et al. 2006). Kromu indirgeme yetenegine sahip
olan mikroorganizmalar kromu indirgemek i¢in ¢ok sayida organik bilesigi elektron
vericisi olarak kullanirlar (Philip ve dig., 1998; Liu ve dig., 2004; Wang ve Xiao,
1995). Liu ve dig. (2006), calismalarinda glukozun krom indirgemesi tizerine etkisini
test etmisler ve glukoz ilave edildiginde 72 saatlik inkiibasyon sonunda kromun
konsantrasyonunun 40 mg/L’ den 4,24 mg/L’ ye diiserken glukoz olmayan ayni
besiyerinde bu oranin ancak 16,24 mg/L oldugunu rapor etmislerdir. Glukozun
olumlu etkisi Penicillium sp.” de de gozlenmistir (Wang ve dig. 1998). Garbisu ve
dig. (1998) glukoz ilavesinin Bacillus subtilis’de ciddi anlamda olumlu etki yaptigini
sOylemektedirler. Aragtirmacilarin sonuglari, ¢alismamizda elde edilen sonuglari

dogrular niteliktedir.

Agrobacterium radiobacter, Bacillus cereus, E. coli ATCC33456 ve Pseudomonas
fluorescens LB300 bakterilerinin aerobik sartlarda krom indirgemesinde elektron
vericisi olarak glikozu kullanabilmektedirler (Wang ve Shen, 1995). Besi ortamina
2,7 g/L oraninda glukoz ilave edildiginde Bacillus sp. susu 24 saat igerisinde 20
mg/L krom miktarin1 12 mg/L’ ye indirgemektedir (Wang ve Xiao, 1995).

Cr (VI) indirgemesi i¢in Enterobacter cloacae HO1, karbon kaynagi olarak siikrozu
kullanmaktadir (Rege, 1997). Kromun, yeralti sistemlerinde mevcut humik asit,
fulvik asit gibi dogal organik asitler ile sitrik asit, aljinik asit gibi mikrobiyal yollarla

olusan ligandlarla kuvvetli bilesikler olusturdugu da bilinmektedir (Dubbin, 2004).

Kantar ve dig.(2008) da galakturonik, glukuronik ve aljinik asit gibi organik asitleri,
Cr (VI) ile kirlenmis topraklarin in-situ stabilizasyonunda kullanmiglardir. Bu

baglamda sunulan bu c¢alismada da galakturonik asit, glukuronik asit, sitrik asit ve
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aljinik asit molekiillerinin tek baglarma ve ikili kombinasyonlarinin Cr (V1)
indirgemesi lizerine etkileri aragtirilmistir. Bu etkiler P18 ve P22 suslari i¢in farkli

baslangi¢ krom konsantrasyonlarinda ayri ayri incelenmistir (Tablo 3.5-3.12; Sekil
3.10-3.17; bkz s: 63-70).

Buna gore; P18 susunda kontrol grubu TSB ortaminda 168 saat siiren krom
indirgemesi, 110 ppm ve 80 ppm krom konsantrasyonlarinda galakturonik ve
glukuronik tek baslarina kullanildiklarinda bu siire 96 saate diismiistiir. 50 ppm krom
konsantrasyonunda herhangi bir organik asit yokken 84 saat siiren krom indirgemesi
galakturonik ve glukuronik asit kullanildiginda 60 saate diigmiistiir. Krom miktar1 30
ppm’e ¢ekildiginde ise kontrol grubunda 60 saat siirerken galakturonik ve glukuronik
eklendiginde 48 saat siirmiistiir. Sitrik asit kullanildiginda ise, 110 ppm krom
konsantrasyonunda 144 saat, 80 ppm krom konsantrasyonunda 120 saat, 50 ppm
konsantrasyonunda 72 saat ve 30 ppm konsantrasyonunda ise 48 saatte
indirgenmistir. Aljinik asit krom indirgemesine tek basina kullanildiginda P18 susu
icin hicbir etki gdstermemistir.Kontrol grubu ile ayni siirelerde krom indirgeyen
aljinik asit ortami hiicreleri, 110 ve 80 ppm’de 168 saatte, 50 ppm’de 84 saatte ve 30
ppm’de 60 saatte kromu indirgeyebilmistir (Tablo 3.5-3.8; Sekil 3.10-3.13; bkz s: 63-
66).

110 ppm krom igeren farkli organik asitlerin bulundugu besi ortamlarinda yapilan
denemelere gore normal indirgeme siiresini 72 saat kisaltan galakturonik asit ve
glukuronik asit ortamlar birbirleriyle yaris halinde olup inkiibasyon periyodunun ilk
96 saatinde yaklasik 110 ppm kromun tamamini indirgeyerek sifirlanmislardir. Fakat
72. saatte galakturonik asit ortaminda ortalama sadece 2.86 ppm krom varken,
glukuronik asitli ortamda ise 9.29 ppm krom mevcuttur. Bu sonug aslinda belki de
galakturonik asitli ortamda bulunan bakterilerin kromu, glukuronik asitli ortamda
bulunan hiicrelere gore daha erken indirgemis olabileceklerini diisiindiirmektedir

(Tablo 3.5; Sekil 3.10; bkz s: 63).

Aljinik asitli ortamdaki hiicreler ise diger organik asitli ortamdaki hiicrelerin tam
aksine, kontrol grubundaki hiicrelerden de daha disiik indirgeme aktivitesi
sergileyerek, kontrol grubu ile ayni1 siirede (168. sa) indirgeyebilmislerdir. 144. saatte
kontrol grubunda (TSB) ortalama 8.80 ppm krom mevcutken, aljinik asitli ortamda

ayni stirede 10.28 ppm krom vardir. Bu da TSB’nin bile gerisinde oldugunun
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kanitidir. Yani aljinik asit 110 ppm krom iceren ortamlarda krom indirgemesine etki

etmemistir (Tablo 3.5; Sekil 3.10; bkz s: 63).

Baslangig krom konsantrasyonu 80 ppm oldugunda, kontrol grubu da dahil
galakturonik, glukuronik asitli ve aljinik asitli ortamlarda Cr (VI) indirgeme
stiresinde degisiklik olmamistir. TSB ve aljinik asitli ortamda kromun sifirlanma
zamam 168. saat iken galakturonik ve glukuronik asitli ortamlarda 96. saattir.
Sonuglar Tablo 3.16 ve Sekil 3.21°de gésterilmistir. Krom konsantrasyonunun 80
ppm’e ¢ekilmesi, sitrik asitli ortamlardaki hiicrelere pozitif yonde etki ederek kromu
24 saat daha erken indirgemelerine vesile olarak 120. saate indirgemeleri ile
sonuclanmistir (Tablo 3.6; Sekil 3.11; bkz s: 63).

Krom konsantasyonu 50 ppm iken, galakturonik, glukuronik asitli ortamlarda
kromun sifirlanma zamanm 60 saat olmustur. 48. saatte galakturonik asitli ortamda
ortalama 9.40 ppm krom bulunurken, glukuronik asitli ortamda sadece ortalama 7.15
ppm krom kalmistir. Krom konsantrasyonu azaltildikga daha Once gozlenen
galakturonik ve glukuronik asitli ortamlarin birbirleri ile yaris hali 48. saatte
gbzlenen son krom konsantrasyonlarina bagli olarak yon degistirerek glukuronik
asitli ortamdaki hiicreler ayn1 siirede daha fazla krom indirgemislerdir. Aljinik asitli
ortamda bulunan hiicreler bu durumdan hala etkilenmeyerek 50 ppm kromu kontrol
grubun (TSB) ortaminda gelisen hiicrelerle ayni siirede indirgeyerek inkiibasyon
periyodunun 84. saatinde tamamen sifirlamiglardir. Bu durum aljinik asititin P18
susu i¢in krom indirgememsinde pek de etkili olmadigina bir isarettir(Tablo 3.7;
Sekil 3.12; bkz s: 65).

Galakturonik asitli ve glukuronik asitli ortamlarda hiicreler TSB ve aljinik asitli
ortamlara gore yine kromu daha kisa siirede indirgeyerek farklarini korumuslardir.
30 ppm kromu her iki ortam da 48. saatte sifirlamislardir. Fakat daha once de
bahsettigimiz galakturonik asitli ve glukuronik asitli ortamlardaki hiicreler arasindaki
yarigin yon degistirdigi 30 ppm krom ortami denemelerinde daha belirginlesmistir.
Yani daha yiiksek krom konsantrasyonlarinda galakturonik asitli ortamda bulunan
hiicreler kromu daha hizli indirgerken, krom konsantrasyonu azaltildik¢a bu yarista
glukuronik asit one ge¢mektedir. 36. saatte galakturonik asitli ortamda 6.99 ppm
bulunurken, glukuronik asitli ortamda sadece 2.40 ppm krom kalmistir. S6z konusu

durum bu kez sitrik asitli ortamda bulunan hiicreler igin de gegerlidir. Krom
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konsantrasyonunun azaltilarak 30 ppm’e ¢ekilmesi sitrik asitli ortamdaki hiicreleri de
bu yarisa ortak ederek galakturonik ve glukuronik asitli ortamlardaki hiicreler ile
ayni siirede kromu indirgemelerine vesile olmustur. (Tablo 3.8; Sekil 3.13; bkz s:

66).

Aljinik asitli ortamda bulunan hiicreler, krom miktarinin 30 ppm’e ¢ekilmesi ile
ancak krom indirgeme deneylerine ortak olmustur. TSB kontrol grubuna gore ¢ok
etkili olmamasina ragmen 6 saat daha once kromun tamamini indirgeyebilmislerdir.
Fakat dikkat edecek olursak 48. saatte 1.99 ppm krom i¢ren ortam, 54. saatte 1.32
ppm krom igermektedir. Yani aradan 6 saat ge¢cmesine ragmen sadece 0.67 ppm
krom indirgenebilmistir. Bu durum P18 susunun aljinik asitli ortamda kromu verimli
bir sekilde indirgeyemedigini bir kez daha kanitlar niteliktedir (Tablo 3.8; Sekil 3.13;
bkz s: 66).

P22 susunda ise; 25 ve 20 ppm krom konsantrasyonlarinda kontrol grubu TSB
ortaminda 36 saat siiren krom indirgemesi galakturonik ve glukuronik asit
kullanildiginda bu siire 30 saate diiserken, 15 ve 10 ppm krom konsantrasyonlarinda
bu siire her iki organik asit i¢in 12 saate gerilemistir. Sitrik asit ve aljinik asit
kullanildiginda ise krom konsatrasyonlarinin tiimiinde tek baslarina krom
indirgemesinde olumlu ya da olumsuz higbir etki géstermemislerdir (Tablo 3.9-3.12;
Sekil 3.14-3.17; bkz s: 67-70).

Galakturonik asitli ve glukuronik asitli ortamda gelisen hiicreler kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda ayni miktar kromu 30. saatte indirgeyebilmislerdir. Kromun
tamam1 her iki ortamda da sadece 6 saatlik bir farkla indirgenerek daha Once
bitirilmesine ragmen, krom indirmesine bu konsantrasyonda pek de etkili
olmamislardir denilebilir. P18 susu ile karsilastirilacak olursa 110 ppm’de kontrol
grubu ile bu iki ortam igin krom indirgeme siiresi bakimindan aralarinda neredeyse
yarl yartya fark vardir (Tablo 3.5; Sekil 3.10; bkz s: 62). P22 susunda boyle bir sonug
gozlenmesi P22 susunun kroma olan toleransinin gercekten ¢ok diisiik olmasindan
dolay1 pek de sasirtict degildir. Fakat hem galakturonik hem de glukuronik asit P22
susunda 25 ppm krom indirgemesi igin uygundur demek yalnis olmaz. (Tablo 3.9;
Sekil 3.14; bkz s: 67).

25 ve 20 ppm krom ortamlarinda yapilan denemelere gore yine sadece galakturonik

asitli ve glukuronik asitli ortamda yetisen P22 susu krom indirgemesinde etkili
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olmustur. Krom indirgeme siiresini 25 ve 20 ppm denemelerine gore 26 saat daha
kisaltarak inkiibasyon periyodunun ilk 12. saatinde yaklasik 15 ppm kromu tamamen
sifirlamiglardir. TSB kontrol grubuna gore yaklasik 15 ppm kromu 24 saat daha
erken bitiren bu iki ortamda da ilk 6 saatte 11 ppm’den daha fazla krom
indirgenmistir. Bu iki ortamda gelisen hiicreler kromun toksik etkisini ancak

atlatabilmislerdir (Tablo 3.11; Sekil 3.16; bkz s: 69).

Sitrik asitli ve aljinik asitli ortamlarda gelisen hiicreler 15 ppm’de de kromun toksik
etkisinden hala kurtulamayip, kontrol grubu (TSB) hiicreleri ile aym siirede,
inkiibasyon periyodunun 36. saatinde yaklagik 15 ppm kromu ancak
indirgeyebilmislerdir. (Tablo 3.11; Sekil 3.16; bkz s: 69).

Krom miktar1 10 ppm’e ¢ekilerek yapilan farkli organik asitlerin P22 susunda krom
indirgemesi lizerine olan etkileri gdzlenmistir. 25, 20 ve 15 ppm krom ortamlarinda
yapilan denemelerle paralel sonuglar elde edilmistir. Galakturonik asitli ve
glukuronik asitli ortamda yetisen P22 susu krom indirgemesinde yine etkili olmustur.
Inkiibasyon periyodunun ilk 12. saatinde yaklastk 10 ppm kromu tamamen
stfirlamislardir. TSB kontrol grubuna goére yaklasik 10 ppm kromu 24 saat daha
erken bitiren galakturonik asitli ortamda ilk 6 saatlik periyotta sadece 0.35 ppm,
glukuronik asitli ortamda ise sadece 1.07 ppm krom kalmistir (Tablo 3.12; Sekil
3.17; bkz s: 70).

Krom miktarmin % 60 oraninda azaltilarak 10 ppm krom igeren ortamlarda
yapilmasina ragmen, sitrik asitli ve aljinik asitli ortamlarda gelisen hiicreler higbir
sekilde krom indirgeme stirelerine etki etmeyip TSB kontrol grubu ile ayni siirede
yaklasik 10 ppm kromu tamamen sifirlamiglardir. Bu sonug her iki organik asidin de
P22 susu icin krom indirgeme deneyleri i¢in uygun olmadiklarini dogrulamigtir.
Inkiibasyon periyodunun 30. saatinde TSB kontrol grubu ortaminda 0.75 ppm, sitrik
asitli ortamda 0.53 ppm ve aljinik asitli ortamda ise sadece 0.35 ppm krom
kalmistir.Fakat yukarida da belirtildigi gibi biitiin inkiibasyon periyotlarinin
gozlenmesi miimkiin olsa belki de kontrol grubu dahil sitrik asitli ve aljinik asitli
ortamlarda yaklasik 10 ppm krom 36. saatten once sifirlamis olduklar1 goriilebilirdi

(Tablo 3.12; Sekil 3.17; bkz s: 70).
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Her iki bakteri susu icin de galakturonik ve glukuronik asit tek baslarina
kullanildiklarinda kromu verimli bir sekilde etkilerken, sitrik asit P18 susunda krom
konsantrasyonuna bagli olarak krom indirgemesinde etkili olmasina ragmen, P22
susu icin krom konsantrasyonuna bagli kalmaksizin krom indirgemesini
etkilememistir. Diger yandan aljinik asit her iki bakteri susu icin de krom
indirgemesinde herhangi bir gorev listlenmeksizin etkisiz eleman gorevi gormiistiir.
M. Dogan ve dig. (2011)’nin yaptig1 ¢alisma da aljinik asit P.putida hiicrelerinde
galakturonik ve glukuronik asite gére krom indirgemesinde daha etkili olmuslardir.
Bu calisma da galakturonik ve glukuronik yakin etkilere sahipken, yine M. Dogan ve
dig.’nin calismalarinda ise glukuronik asit, galakturonik asite goére krom

indirgemesinde daha etkili olmustur.

Sunulan bu c¢alismada ayrica organik asitlerin ikili kombinasyonlarinin krom
indirgemesi {izerine etkilerine bakildiginda, P18 susunda galakturonik asitli ve
glukuronik asitli ortamda 96. saatte indirgenen yaklasik 110 ppm krom, organik
asitler beraber kullandiklarinda bu siire yar1 yariya diisiiriilerek kromun tamami 48.
saatte sifirlanmigtir. Diger yandan, 0. saatte yapilan gozlemlerde dikkatleri baska bir
yone ¢eken sey; eklenen kromun 6nemli bir miktariin daha ilk eklendikleri anda
organik asitler tarafindan tutulduklarin1i ve baglandiklarini ortaya koymustur.
Organik asitlerin sahip olduklar1 krom baglayan gruplarin sayis1 arttikga bu
baglanma da artmistir ve bu ¢alismada organik asitlerle yapilan biitlin krom
indirgeme deneylerinde gorilmistiir. Fakat organik asitler ikili kullanildiklarinda bu
tutunma durumu bariz sekilde agiga cikmistir. Ayrica galakturonik asit ve glukuronik
asit birbirleri ve sitrik asitle kullanildiklar1 zaman daha fazla tutunma gbzlenmesine
ragmen aljinik asitle kullanildiklarinda daha az krom tutunmustur. Bu baglamda
krom indirgemesi i¢in hangi organik asidin daha etkili oldugu hakkinda ayrica bir

fikir verebilir.

P18 susu galakturonik asitli ve glukuronik asitli ortamda 110 ppm krom 96 saatte,
sitrik asitli ortamda 144 saatte ve aljinik asitli ortamda ise herhangi bir etki
goriilmemis ve 168 saatte indirgenmislerdi (Tablo 3.5; Sekil 3.10; bkz s: 63).
Galakturonik asit, aljinik ve sitrik asitle beraber kullanildiklarinda ise,
galakturonik+sitrik asitli ortamda 110 ppm krom 72. saatte ve galakturonik+aljinik
asitli ortamda da yine 72. saatte tamamen indirgenmistir. Galakturonik ve sitrik asit

krom indirgemesinde tek baslarina kullanildiklarinda zaten etkili olmalarina ragmen,
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aljinik asitin normalde bir etkiye sahip olmamasi fakat galakturonik asitle
kullanildiginda krom indirgemesini pozitif yonde etkilemesi dikkat ¢ekicidir. Ayrica
galakturonik+sitrik asit ilk eklendiklerinde galakturonik+aljinik asite gore daha fazla
krom tutmalarina ragmen aljinik asitin pozitif etkisi 48. saatte gbzlenen kalan krom
miktarlarindan da anlasilabilir. Galakturonik+sitrik asitli ortamda 48. saatte 21.67
ppm, galakturonik asitli ortamda ise sadece 18.70 ppm krom kalmistir (Tablo 3.13;
Sekil 3.18; bkz s: 72).

Yine P18 susunda glukuronik+galakturonik, glukuronik+aljinik ve glukuronik+sitrik
asit beraber kullanildiklarinda ise krom indirgemesini 6nemli 6lgiide etkileyerek,
glukuronik+galakturonik asitli ortamda 48. saatte, glukuronik+aljinik asitli ve
glukuronik+sitrik  asitli ortamlarda 72. saatte 110 ppm kromu tamamen
indirgemislerdir. Ayn1 sekilde glukuronik ve sitrik asit krom indirgemesi yoniindeki
pozitif etkileri asikardir. Aljinik asitin normalde bir etki sahip olmamasi fakat
glukuronik asitle kullanildiginda krom indirgemesini pozitif yonde etkilemesi dikkat
cekicidir. Fakat bu kez 48. saat dikkate alindiginda glukuronik+aljinik asitli ortamda
26.12 ppm, glukuronik+sitrik asitli ortamda ise 24.64 ppm krom kalmistir. Yani
aljinik asit galakturonik asitle kullanildiginda krom indirgemesini glukuronik asit ile
kullanimina gore daha etkili olabilir. Ayn1 sekilde sitrik asitin galakturonik asit ile
kullanimi, glukuronik asit ile kullanimina gore daha etkili olabilir (Tablo 3.13; Sekil
3.18; bkz s: 72).

Sitrik asit ve aljinik asitin galakturonik ve glukuronik asitli ortamlarla beraber
kullanimlar1 krom indirgemesini pozitif yonde etkilemistir (Tablo 3.23, Sekil 3.28).
Fakat bu iki organik asitin beraber kullanimlar1 krom indirgemesine P18 susu i¢in
farkli bir boyut sunmustur. Sitrik asit acisindan diisiiniildiiglinde tek basina
kullanilirken 110 ppm kromu 144 saatte indirgedigi (Tablo 3.15; bkz s: 74) dikkate
alinirsa aljinik asit ile kullanim1 ona hi¢ bir avantaj saglamayarak yine ayni siirede
110 ppm kromu tamamen sifirlamistir. Fakat olayin boyutu aljinik asit acgisindan
diistintildiiginde, normalde krom indirgemesine etki etmedigi de dikkate alinarak
(Tablo 3.13; Sekil 3.18; bkz s: 72) sitrik asit ile kullanildiginda krom indirgemesine
etki ederek 24 saat daha erken bitirmesine vesile olmustur, Oyle ki bu sonucu
yorumlamak ince bir noktadir. Bu baglamda aljinik asitin P18 susu i¢in krom
indirgemesinde etkisiz eleman oldugunu sdylemek hi¢ de yanlis olmaz, aksine kesin

bir bicimde bu sonu¢ desteklenmis olur. Ciinkii kontrol grubuna gore krom
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indirgeme siirecinde her hangi bir etkiye sahip degilken sitrik asit ile kullanildiginda
stireyi 24 saat geriye ¢cekmesi aljinik asitten kaynakli bir sonug degildir, sitrik asit tek
basina zaten yine bu siire zarfinda kromun tamamini sifirlayabilmektedir (Tablo

3.13; Sekil 3.18; bkz s: 72).

Sunulan calismada P22 susunda galakturonik+glukuronik asitli ortamda krom
indirgeme durumlar1 incelenecek olursa, tek baslarina hem galaktronik asitli hem de
glukuronik asitli ortamlarda 25 ppm krom Kkonsantrasyonunu 30 saatte
indirgemislerdir (Tablo 3.9; Sekil 3.14; bkz s: 67). Ikili kullanimlar1 bu siireyi
inkiibasyon periyodunun 12. saatine ¢ekmistir. Diger taraftan galakturonik asitin,
sitrik asit ile kullanimi da krom indirgeme siiresini kisaltmistir. 25 ppm krom
eklendiginde tek baslarina galakturonik asitli ortamda 30, sitrik asitli ortamda 36 saat
siiren krom indirgemesi beraber kullanildiklarinda 24 saate diigmiistiir. Sitrik asit tek
basma kullanildiginda 25 ppm ve diger krom konsantrasyonlarinda krom
indirgemesine etki etmemisken, galakturonik asitle kullanildiginda etkili olmasi
dikkat cekicidir. Bagka bir konu ise, galakturonik asitin aljinik asit ile kullanimi
krom indirgeme siiresini etkilememistir. Zira galakturonik asitli ortamda krom
indirgeme zaten 30 stirmiistiir (Tablo 3.9; Sekil 3.14; bkz s: 67). Bu da yine aljinik
asitin krom indirgemesinde etkisiz eleman oldugunu kanitlar niteliktedir. Benzer
olarak glukuronik asitin galaktronik asit ile kullanim1 yukarida da ifade edildigi gibi,
indirgeme siiresini 6 saate ¢ekerken, sitrik asit ile beraber kullanimlarinda da krom
indirgeme siiresini etkilemislerdir. Tek baslarina glukuronik asitli ortamda 25 ppm
krom 30 saatte, sitrik asitli ortamda 36 saatte indirgenirken (Tablo 3.9; Sekil 3.14;
bkz s: 67), beraber kullanimlar1 bu siireleri 24 saate ¢ekmistir. Glakturonik asitle
kullaniminda oldugu gibi, glukuronik asitin sitrik asitle kulanimu, sitrik asit agisindan
diisiiniildiiginde krom indirgemesini normalde etkilemezken beraber kullanimlar
indirgeme siiresini diisiirmesi dikkat ¢ekici olmustur. Tek baglarina kullanildiklarinda
P22 susu icin krom indirgeme siirecinde etkili olmayan sitrik asit ve aljinik asit
acisindan olaya bakildiginda galakturonik ve glukuronik asitli ortamlarla beraber
kullanimlar1 krom indirgemesini pozitif yonde etkilemistir (Tablo 3.14; Sekil 3.19;
bkz s: 73). Gergi bu pozitif etkiler kendilerinden kaynakli m1 yoksa galaktronik ve
glukuronik asitin etkilerinden dolayr m1 bu ayr1 bir tartisma konusudur. Fakat asil
dikkatleri ¢ceken baska bir nokta var ki, bu iki organik asit beraber kullanildiklarinda

krom indirgemesine P22 susu i¢in olumsuz bir etki gostererek indirgeme siiresini
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uzatmiglardir. Tek baslarina kullanildiklarinda 36 saat siiren indirgeme siiresi,
beraber kullanildiklarinda 54 saate ¢ikmistir. Bu durum sitrik asit kaynakli m1 yoksa
aljinik asit kaynaklt m1 bu soru isareti olarak kalmasina ragmen, aljinik asitin diger
organik asitleri ile miinasebeti de diisiiniilecek olursa, siirenin uzamasi daha ¢ok
aljinik asite baglanabilir. Isin bu boyutu diisiiniildiigiinde aljinik ve sitrik asitin
beraber kullanildiklarinda krom indirgemesi iizerinde antagonistik bir etkiye sahip
olmalar1 yapilan ¢alisma i¢in ilgi ¢ekici bir sonu¢ dogurmustur (Tablo 3.14; Sekil
3.19; bkz s: 73).

Ayrica 25 ppm kromun 6nemli bir miktar1 krom ortamlara eklendigi andan itibaren
organik  asitler  tarafindan  tutularak  baglanmaktadir. Bu  miktarlar
galakturonik+glukuronik asitli ortamda yaklasik 11 ppm, galakturonik+aljinik asitli
ortamda yaklasik 8 ppm, galakturonik+sitrik asitli ortamda yaklasitk 9 ppm,
glukuronik+aljinik asitli ortamda yaklasik 8 ppm, glukuronik-+sitrik asitli ortamda
yaklagik 10 ppm ve aljinik+sitrik asitli ortamda 6 ppm’dir. Bu miktarlar bakterilerin
krom indirgeme siirecini onemli olglide kolaylastirmistir (Tablo 3.14; Sekil 3.19;
bkz s: 73)..

4.5. Biyosorpsiyon
Literatiir bilgileri 1s18inda c¢esitli parametrelerin biyosorpsiyon proseslerine etkisi
asagidaki gibi 6zetlenebilir (Sencan 2006):

e Biyosorpsiyon temelde metal iyonlar: iceren atiksulari aritmak i¢in 6nerilen

bir prosestir.
e 20-35 °C araliginda biyosorpsiyon performansi olumsuz yonde etkilenmez.

e Biyosorpsiyon prosesinde pH onemli bir etkiye sahiptir: pH metallerin
¢cozlinmesini, biyomas tizerindeki fonksiyonel gruplarin aktivitesini ve

metalik iyonlarin rekabetini etkiler.

e (ozeltideki agir metal konsantrasyonu biyosorpsiyon kapasitesini olumlu

etkiler.

e Bazi durumlarda biyosorpsiyon segici davranir. Bir metalin biyosorpsiyonla

giderimine bir bagka metalin mevcudiyeti etki edebilir.
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e Organik maddelerin mevcudiyeti ve konsantrasyonu biyosorpsiyon prosesini

etkileyebilir.

Literatiir ¢alismalar1 dikkate alindiginda biyomasin ve kimyasal o6zellikleri
biribirlerinden farkli olan metallerin biyosorpsiyon igin farklt optimum pH
degerlerine gereksinimleri oldugu goriilmiistiir. Genel olarak pH 3’lin altinda
tutunma bolgeleri ile H' iyonlar1 rekabet ederler. Diger bir deyisle diisiik pH’larda
H" iyonlarinin yiiksek konsantrasyonundan dolayr baglanma bélgeleri protonlanir.
Boylelikle H® iyonlar1 baglanma bolgelerinden ayrilmaz. Bunun sonucunda
baglanma bolgelerinde negatif yiik yogunlugu azalir. Pozitif yiiklii metal iyonlarinin
bu bolgelere baglanma imkani kalmaz. Cogu mikrobiyal yiizeyler fonksiyonel
gruplarin iyonlasmasindan dolay1 negatif yiike sahip iken ¢ok az fonksiyonel grup
iyonlagsma neticesinde pozitif yiike sahiptir. Pozitif yiike sahip fonksiyonel gruplar,
pozitif ylike sahip metaller ile etkilesmezler. pH, hiicre duvar1 ve ¢ozelti kimyasini
etkilediginden biyosorpsiyonda onemli bir parameteredir. Aktif ¢amur ile yapilan
krom(V1) biyosorpsiyonunda pH degerinin 3’ten kiigiik oldugu durumlarda, aktif
camur biyomas ylizeyinin pozitif yiikke sahip oldugunu belirtilmistir. Sunulan bu

¢alismada da Cr (V1) agir metal olmasina ragmen sivi besi yerinde Cr, O, 2 iyonu

seklinde bulunmakta olup negatif yiike sahiptir. Bu yiizden diisiik pH degerlerinde
biyosorpsiyon kapasitesinin yiiksek olmasi gerekir (Sencan 2006). Fakat calismada
elde edilen sonuglara bakilacak olursa daha dnce P18 ve P22 suslari igin optimum
pH degerleri siras1 ile 7.0 ve 6.0 olarak bulunmustu. Notiir ve ndtiire yakin bu
degerlerden dolayi, bakterilerin her ikisi de biyosorpsiyonda verim saglamamiglardir.
Oyle ki, P18 susunun kurutulan &lii hiicreleri ilk 12 saatlik inkiibasyon periyodunda
110 ppm krom konsantrasyonunda % 9.06, 80 ppm krom konsantrasyonunda % 8.19,
50 ppm krom konsantrasyonunda % 5.98, 30 ppm krom konsantrasyonunda ise %
2.27 oraninda Cr (V1) biyosorplamislardir (Tablo 3.25 ve Sekil 3.30; bkz s: 84). P22
susunun kurutulan 6l hiicreleri ise 60 saatlik inkiibasyon periyodunda 25 ppm krom
konsantrasyonunda % 1.33, 20 ppm krom konsantrasyonunda % 1.84, 15 ppm krom
konsantrasyonunda % 4.82, 10 ppm krom konsantrasyonunda ise % 0.95 oraninda Cr
(VI) biyosorplamiglardir. Daha sonra krom miktarinda herhangi bir azalma olmadigi
ve biyosorpsiyonun durdugu gozlenmistir (Tablo 3.26 ve Sekil 3.31; bkz s: 85). Bir
mantar tiirli olan A. oryzae ile Cd biyosorpsiyonunun % 90’inin 10 dakika i¢inde
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gerceklestigini ve 1 saatte dengeye ulasildigr gozlemlenmistir. Aktif ¢amur ile Zn
biyosorpsiyonunda, biyosorpsiyon olaymin 90 dakikada dengeye ulastigi
belirtilmistir (Sencan 2006). Sunulan bu c¢alismada da ilerleyen saatlerde krom
miktarinda herhangi bir azalma olmadig1 ve biyosorpsiyonun durdugu gézlenmistir.
Ayrica bakteri yilizeyinde bulunan ekstraselliiler polimerik yapilar yani EPS
molekdilleri ile kromun etkilesim i¢inde oldugu bilinmekte olup hem P18 hem de P22
susunun yiizeyinde tutulan krom miktarinin Onemli diizeyde az oldugu
gorilmektedir. Bu da bakterilerin biyosorbsiyon yapmadiginin, aksine bakterinin

kromu indirgediginin bir kanitidir (Tablo 3.25,3.26; Sekil 3.30,3.31; bkz s: 84,85).

4.6. Krom Varhginda Kromat Rediiktazin indiiklenmesi

Bakteriler kroma maruz kaldiklarinda sahip olduklar1 genleri aktiflestirerek kroma
kars1 kromat rediiktaz enzimlerini salgilarlar. Bu rediiktazlar sitoplazmada ¢6ziiniir
halde ya da membrana bagl olabilirler. Her iki yapidaki rediiktazlar kromun toksik
etkisine karsi, karsilastiklari krom konsantrasyonlarina bagli olarak elimine
edebilecekleri maksimum Cr (V1) dozajin1 daha az toksik ve hiicre igerisinde en
azindan stabil konuma gegebilecek Cr (Il1l) formuna donistiiriirler. Birgok
arastirmact SDS-PAGE, NMR, MS gibi c¢esitli yontemlerle kromat rediiktazlarin
krom ile indiiklendigini gdstermek i¢in arastirmalar yapmislardir ve yapmaya devam
etmektedirler. Ornegin, Park ve dig., 2000 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada
Pseudomonas putida MKI1’den saflastirdiklar1 kromat rediiktazin molekiiler
agirh@inin yaklasik 20 kDa oldugunu belirlemislerdir. Bir baska calismada P.
ambigua’dan saflagtirilan kromat rediiktazin molekiiler agirhgi SDS-PAGE ile 25
kDa ve Native-PAGE ile 65 kDa civarinda tespit edilmistir (Suzuki ve dig., 1992).
Ayn1 zamanda P. aeruginosa (Ganguli ve Tripathi, 2001) ve Ochrobactrum sp.
(Thacker ve Madamwar, 2005)’de bu protein yaklasik 30 kDa agirligindadir. 100
ug/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 (Zahoor ve Rehman, 2009).
Thermus scoductus’da yeni bir kromat rediiktaz varligindan bahsedilmistir. Yaklagik
36 kDa biiyiikliigiine sahip olan bu enzim bir oksidorediiktaz olup homodimerik
yapidadir. flgili gen E. coli’ ye aktarildiginda proteinin 38 kDa biiyiikliigiine sahip

oldugu rapor edilmistir.
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Sunulan bu ¢aligmada ise SDS-PAGE protein profil bantlarina gore kromat rediiktaz
enzimi indiiklenip indiiklenmedigini gostermek i¢in bakteriler kromlu ve kromsuz
ortamda gelistirilmistir. P18 susu 30, 50, 80 ve 110 ppm krom konsantrasyonlari ile
muamele edilirken, P22 susu sadece 10 ve 15 ppm krom konsantrasyonlari ile
muamele edilmistir. Krom konsantrasyonu yiikseltildik¢e bandin boyutu da giderek
artmaktadir. Yani krom konsantrasyonuna bagli olarak bakteriler kromat rediiktazlar
aktiflestirmektedir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.32 ( bkz s: 86)’de verilmistir.
Sekilde de goriildiigii gibi P. mendocina DS0601-FX-P22 susunda 31 kDa civarinda
bir protein bandi indiiklenirken P. mendocina PASS3-P18 de (Sekil 3.32; bkz s: 86)
iki ayr1 protein bandi gozlenmistir. Bu protein bantlarindan biri yaklagik olarak 29
kDa biiyiikliigiinde iken diger bandin molekiiler biiyiikligi yaklasik olarak 52
kDa’dur. Her iki bakteride de tespit edilen, 31 ve 29 kDa biiyiikliigiinde olan protein
bandlar1 konu ile ilgili yapilan diger c¢alismalar1 destekler niteliktedir. Ayrica
bakterilerin ayn1 tiir olup sadece farkli suslar olmalar1 ve 16S rRNA analizlerine gore
de benzer gen boélgelerine (771 bp) sahip olmalart bu sonucu destekler niteliktedir.
Ancak P. mendocina PASS3-P18 susunda 52 kDa biiyiikliigiine sahip ikinci bir
proteinin varlig1 bize mikrobiyal krom indirgemenin ¢ok daha detayli aragtirilmasi

gerektigini gostermektedir.

4.7. Scanning Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Mercan Dogan ve dig. (2011) 1 g/L glukuronik asit i¢eren 0.337 mM Cr (VI) ve
kromsuz TSB besiyerinde gelistirdikleri Pseudomonas putida P18 susuna ait TEM
analiz gorintiilerini ¢alismalarinda rapor etmislerdir. 0.337 mM krom kullanarak
gelistirdikleri bakteri hiicrelerinin TEM sonuclarina gore, bakteri hiicrelerinin
kromun toksik etkisinden dolayr biiziistiigiinli, parcalanip ipliksi uzun yapilar
aldigin1 kanitlamiglardir. Diger taraftan krom kullanmadan gelistirdikleri kontrol
grubu bakteri hiicrelerinin degismedigini, normal basil yapilarimi koruduklarini ve
diizglin yapida olduklarin1 = gostermislerdir. Bu baglamda sunulan bu calismada
sadece P18 susu i¢in 110 ppm krom igeren ve krom igermeyen TSB besi ortaminda
gelistirilerek bakteri hiicrelerinin SEM analizleri yapilmistir.Sonuglar Sekil 3.33°de

gosterilmektedir.

SEM analizi (Sekil 3.33; bkz s: 87) sonuglar1 gostermistir ki P. mendocina PASS3-

P18 kromsuz ortamda gelistirildiginde hiicreler oldukca belirgin ve diizgiin, hiicre
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duvarn kesintisizdir. Ancak bakteri kroma maruz birakildiginda hiicre seklinde bir
bozulma ve ayni zaman da hiicrelerde uzama gozlenmistir. Hiicre duvarinda goriilen
pargalanmanin yani sira bakterinin EPS iirettigi ve topluluklar halinde oldugu dikkat
¢ekmistir. Ayrica kromun toksik etkisinin, TEM analizi sonunda hiicre sekil kaybi
Zakaria ve dig. (2007) tarafindan da rapor edilmistir. Ackerley ve dig. (2006) E. coli
K-12 susu ile yapmis olduklar1 g¢aligmada krom stresinden hiicrelerin nasil
etkilendigini kapsamli olarak arastirmis ve SEM analizi ile meydana gelen
degisiklikleri goriintiilemislerdir. Bu calismada da elde edilen sonuglar literatiir
bilgilerini destekler niteliktedir. Diger yandan yine bu arasgtirmacilar kromlu
ortamdaki hiicrelerin daha uzun formda olduklarini1 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 ¢ok daha az etkilendigi goriilmiistiir
(Ackerley ve dig., 2006). Bu calismada da dikkat edilecek olursa 110 ppm krom
ortaminda gelisen hiicreler SEM analiz sonuglarinda diizgiin ve toparlanmis yapidaki

bakteri hiicreleri gortilebilir.
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5. SONUC

Sunulan c¢alismada P. mendocina PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-P22
suglarinin krom indirgemesinde kromun ytiksek toksik etkisinden dolayr ¢ok fazla
etkili olmamalarina ragmen, kromu indirgedikleri kanitlanmigtir. Kullanilan organik
asitlerden galakturonik asit ve glukuronik asit her iki bakteride de etkili olarak krom
indirgemesini olumlu yonde desteklemislerdir. Sitrik asit ise krom konsantrasyonuna
bagli olarak sadece P. mendocina PASS3-P18 susunda etkili olurken, P. mendocina
DS0601-FX-P22 susunda etki gostermemistir. Aljinik asit her iki bakteri i¢in de
etkisiz eleman rolii oynamistir. Organik asitklerin ikili kombinasyonlari krom
indirgemesini Onemli Olgiide etkilemistir. Galakturonik ve glukuronik asitlerin
birbirleri ve diger organik asitlerle yaptiklar1 kombinasyonlar krom indirgemesini her
iki bakteride de olumlu yonde etkilerken, aljinik ve sitrik asit kombinasyonlari P.
mendocina PASS3-P18 susunda etkili olmazken, P. mendocina DS0601-FX-P22
susunda kromsuz yonde etkileyerek daha uzun siireler gerektirmislerdir. Ayrica
calismada yapilan scanning elektron mikroskobu goriintiilemesinde kromlu ve
kromsuz ortamdaki hiicreler karsilagtirildiginda kromun toksik ve mutajenik
etkilerinden dolayr kromlu ortamdaki hiicrelerin dejenere olmus yapilar1 bariz bir

bicimde ortaya ¢cikmustir..

P. mendocina PASS3-P18 susu ve P. mendocina DS0601-FX-P22 suslarinin her
ikisi i¢in de yapilan biyosorbsiyon deneylerinde bakterin hiicre yilizeyinde kromu
tutmadigr goriilmiistiir. Bu sonug¢ c¢alismamizda kullanilan bakterilerin ~ kromu

gercekten indirgedigine bir kanittir.

Calismada yapilan SDS-PAGE analizi sonuglarinda P. mendocina DS0601-FX-P22
susunda 31 kDa civarinda bir protein bandi indiiklenirken P. mendocina PASS3-P18
de iki ayr1 protein bandi gozlenmistir. Bu protein bantlarindan biri yaklasik olarak 29
kDa biiyiikliigiinde iken diger bandin molekiiler biiyiikliigii yaklasik olarak 52
kDa’dur.
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