CESITLI TATLI SULARDAN iZOLE EDILEN BAZI Synechocystis sp.
IZOLATLARINA Cr(VI) VE Cd(II) AGIR METALLERININ ETKIiSi
VE GIDERIMi: METAL GIDERIMININ PROTEIN VE TIiYOLLER

ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

Sahlan OZTURK

DOKTORA TEZIi
BiYOLOJi

GAZi UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ARALIK 2008
ANKARA



Sahlan Oztiirk tarafindan hazirlanan CESITLI TATLI SULARDAN {ZOLE
EDILEN BAZI Synechocystis sp. IZOLATLARINA Cr(VI) VE Cd(II) AGIR
METALLERININ ETKIiSI VE GIDERIMIi: METAL GIDERIMININ PROTEIN VE
TIYOLLER ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI adli bu tezin Doktora tezi

olarak uygun oldugunu onaylarim.

(Prof. Dr. Belma ASLIM)

Tez Danigmani, Biyoloji Anabilim Dali

Bu ¢aligma, jiirimiz tarafindan oy birligi ile Biyoloji Anabilim Dalinda Doktora tezi

olarak kabul edilmistir.

(Prof. Dr. Emir CANSUNAR) e
(Biyoloji, Hacettepe Universitesi)

(Prof. Dr. Belma ASLIM)
(Biyoloji, Gazi Universitesi)

(Prof. Dr. Goniil DONMEZ)
(Biyoloji, Ankara Universitesi)

(Prof. Dr. Yavuz BEYATLI)
(Biyoloji, Gazi Universitesi)

(Prof. Dr. A. Rehber TURKER) .,
(Kimya, Gazi Universitesi)

Tarih: 22.12.2008

Bu tez ile G.U. Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu Doktora derecesini

onamistir.

Prof. Dr. Nail UNSAL

Fen Bilimleri Enstitiistt Mudiiri



TEZ BILDIiRIiMI
Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde

edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu

calismada orijinal olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Sahlan OZTURK



v

CESITLI TATLI SULARDAN IZOLE EDILEN BAZI Synechocystis sp.
iZOLATLARINA Cr(VI) VE Cd(II) AGIR METALLERININ ETKIiSi VE
GIDERIMI: METAL GIDERIMININ PROTEIN VE TIYOLLER ACISINDAN
DEGERLENDIRILMESI
(Doktora Tezi)

Sahlan OZTURK

GAZIi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Aralik, 2008

OZET

Bu ¢calismada Mogan Golii, Kurtbogazi Baraji, Uncal Deresi, Bafa Golii, Hatim
Cayl, Harikalar Diyar1 Goleti ve Kizihrmak Nehri gibi tath su kaynaklarindan
alinan 6rneklerden toplam 15 adet siyanobakter izole edilmistir. izolatlar
morfolojileri, boliinme fizyolojilerine ve 16S rRNA’laria gore Synechocystis sp.
olarak tanimlanmislardir. Tamimlanan izolatlar 5-50 ppm Cr(VI) ve Cd(II)
konsantrasyonlarina maruz birakilarak Kklorofil-a analizi ve ECsy degerleri ile
bu metallere kars1 canhhiklar tespit edilmistir. Cr(VI) ve Cd(II) metallerinde
canliigimi en c¢ok koruyabilen izolat Synechocystis sp. BASO670 olarak
belirlenmis ve biitiin deneylerde bu izolat kullamilmistir. Biyosorpsiyon
deneyinde Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis canh ve
cansiz hiicreleri kullanilarak pH, biyokiitle, sicaklik, metal konsantrasyonlari
ve zaman gibi degiskenlerin etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore,
Synechocystis  sp. BASO670 izolatinin her ii¢ biyokiitlesinin Cr(VI)
biyosorpsiyonu icin en uygun kosullarin; pH 2, 0,05 g biyokiitle (cansiz), 30
kiire (tutuklanms), 25 °C, 100 ppm metal konsantrasyonu ve 60 dak oldugu,
Cd(II) biyosorpsiyonu i¢in en uygun kosullarin da; pH 7, 0,05 g biyokiitle
(cansiz), 30 kiire (tutuklanms), 25 °C, 100 ppm metal konsantrasyonu ve 60 dak
zaman oldugu tespit edilmistir. Synechocystis sp. BASO0670 izolatinin



tutuklanmis kuru hiicreleri her iki metali de yiiksek oranda biyosorbe ettigi
tespit edilmistir. Biyobirikim denemelerinde Synechocystis sp. BASO670 izolati
10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(I) ve 10 ppm Cr(VI) ve 10 ppm Cd(II) metal
karisimlarina maruz birakilmis ve denemeler sonucunda bu izolatin Cd(Il)’yi
Cr(VI)’ya gore daha yiiksek oranda tuttugu tespit edilmistir. Biyobirikim
denemelerinde kullanilan kontrol ve metallere maruz kalan izolatin taramah
elektron mikroskop goriintiileri ¢ekilerek elemental analizleri yapilmistir. Elde
edilen sonuclara gore Cr(VI) ve Cd(II)’ye maruz kalan hiicrelerde
eksopolisakkarit (EPS) yapisinin daha cok sentezlendigi ve metal karisimina
maruz kalan hiicrelerde morfolojik bozukluklar meydana geldigi tespit
edilmistir. Biyobirikim deneyleri ile aym sartlarda metallere maruz kalan
Synechocystis sp. BASO670 izolatimin proteinleri cikarilarak SDS-PAGE’de
yiriitiilmiistiir. Metale maruz kalan hiicrelerin kontrole gore protein
miktarlarinda degisiklikler oldugu, 6zellikle Cr(VI)’ya maruz kalan hiicrelerde
farkh bir proteinin sentezlendigi ve metal karisimlarina maruz kalan hiicrelerin
baz1 proteinlerinin kayboldugu saptanmstir. Synechocystis sp. BASO670 izolati
biyobirikim deneyi ile aym sartlarda metallere maruz birakilarak toplam tiyol,
proteine bagh olmayan tiyol ve proteine bagh tiyol miktarlar1 hesaplanms,
ozellikle proteine bagh tiyol miktarlarinda metale bagh artis oldugu tespit

edilmistir.
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ABSTRACT

In the present study 15 cyanobacterial isolates were isolated from freshwaters
such as Mogan Lake, Kurtbogazi Damm, Uncalh Stream, Bafa Lake, Hatim
Stream, Harikalar Diyar1 Pond and Kizihrmak River. Isolates were identified
according to their morphologies, cell divison physiology and 16S rRNA as
Synechocystis sp. Identified isolates were exposed to 5-50 ppm Cr(VI) and
Cd(II) concentrations and the aliveness of the isolates were determined by
chlorophyll-a analysis and ECs values. Synechocystis sp. BASO670 was selected
as the most protected its aliveness to Cr(VI) and Cd(II) and this strain was used
at each experiments. Dead, immobilized dead and immobilized alive biomass of
the Synechocystis sp. BASO670 were used for biosorption of Cr(VI) and Cd(II)
and the effect of parameters such as pH, biomass, temperature, metal
concentrations and time on biosorption was investigated. As a result optiumum
conditions for Cr(VI) biosoption of different biomasses of Synechocystis sp.
BASO670 were; pH 2, 0,05 g (dead biomass)- 30 bead (immobilized biomass), 25
°C, 100 ppm metal concentrations and 60 min, optiumum conditions for Cd(II)
were; pH 7, 0,05 g (dead biomass) - 30 beads (immobilized biomass), 25 °C, 100

ppm metal concentrations and 60 min. Maximum biosorption for both metals



vil

were determined at immobilized dead biomass of Synechocystis sp. BAS0670.
Synechocystis sp. BASO670 was exposed to 10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) and
10 ppm Cr(VI) and 10 ppm Cd(II) metal mixture for bioaccumulation and as a
result, this isolate was accumulate high percentage of Cd(II) than Cr(VI).
Isolate wich was exposed to metals at the same conditions of bioaccumulation
was also analysed by scanning electrom microscope (SEM) and elemental
analysis were determined. As a result cells exposed to Cr(VI) and Cd(Il),
produced more exopolysaccharides and morphological defects were determined
at cells exposed to metal mixture whwn compared with control. Also, protein
profiles by SDS-PAGE of Synechocystis sp. BASO670 isolate which was exposed
to metals at the same conditions of bioaccumulation, were determined by SDS-
PAGE. When compared with control, some differences at protein values, a
different protein synthesis at the cells exposed to Cr(VI) and some missing
proteins at the cells exposed to metal mixture were detected. Also Synechocystis
sp. BASO670 was evaluated with metals at the same conditions of
bioaccumulation and total thiol, non-protein thiol and protein binded thiol
values were determined. It was determined an increase especially at the protein

binded thiols levels of the isolate exposed to metals.

Science Code : 203.1.023
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cyanobacteria, biosorption, bioaccumulation, 16S rRNA, SDS-
Page, total protein profile, thiol
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1. GIRIS

Diinyada ve tatli su bakimindan zengin olan iilkemizde goriilen hizli niifus artisi,
kentlesme ve hizli sanayilesmenin getirdigi altyap: yetersizlikleri ve yeterli sayida
atik su aritim tesislerinin bulunmamasindan dolayi, ¢esitli sanayilere yakin olan sular
bu sanayilerin atiklari ile kirletilmektedir. Kirletilmis sular yeralti sularina, nehirlere,
oradan da denizlere karisarak ekosistemin kirlenmesine neden oldugu gibi, baz1 agir

metalleri ihtiva etmesi bakimindan da insan sagligi i¢in risk olusturmaktadir.

Agir metal iyonlar tasidiklari teknolojik 6nem nedeniyle maden drenajlari, metal
isleme, pil ve miicevher sanayilerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar [Boswell ve
ark., 1998; Megharaj ve ark., 2003; Rehman ve ark., 2006]. Bir¢ok sanayi atik suyu,
kullanan ve suda yasayan canlilar i¢in ¢ok tehlikeli olan kursun, bakir, nikel, civa,
arsenik, demir ve krom gibi agir metalleri icermektedir. Agir metallerin zehirleyici
Ozelliklerinden dolay1 ekosistemi kirletme etkileri insan saghigimi da tehlikeye
sokmaktadir. Buna ragmen bu elementler sanayide cok sik kullanilmakta ve sanayi
atiklardan belli bir miktar1 da besin zincirine girmektedir. Bu nedenle kirlilik
olusturan atik sularin agir metal icerikleri, ¢evreye verilmeden once aritilarak cesitli

su standartlarina gore izin verilen degerlerin altina diistiriilmesi gerekmektedir.

Agir metal iyonu igeren atik sularin aritilmasi genelde isletmenin kapasitesine, atik
suyun debisine ve Ozelliklerine, isletmedeki aritma tesisi ve kullanilan yonteme ve
malzemeye bagl olarak degismektedir. Bir ¢cok canli i¢in toksik olan agir metallerin
giderilmesinde bazi yontemler bulunmaktadir [Ozer ve ark., 1998]. Metal
gideriminde ¢oOktiirme, buharlastirma, iyon degisimi ve bir membran yardimi ile
ayirma gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler ¢ok pahali ve zahmetli oldugu
icin atik sividaki agir metal yogunlugu ¢ok fazla oldugu durumlarda kullanilmaktadir
[Wilde ve ark., 1993]. Eger agir metal yogunlugu diisiik ise bu metotlarin kullanimi
zorlagmaktadir. Atik sularda yasayan mikroorganizmalar sularda bulunan metallere
diren¢ kazanmaktadir. Metallere direngli olan bu mikroorganizmalar daha ucuza
daha cabuk iiretilmektedir. Bununla birlikte mikroorganizmalar ¢esitli agir metallerin

ortamdan giderilmesi i¢in protein, ekzopolisakkarit ve tiyoller gibi farkli metabolik



tiriinler tiretmektedirler. Cok kisa siirede ¢ok yogun {iretilebilmektedirler. Bu nedenle
son yillarda mikroorganizma kullanilarak agir metal giderimine ilgi artmaktadir
[Volesky, 1994]. Mikroorganizmalar ortamda bulunan agir metalleri metabolizmaya
bagli (biyobirikim) veya metabolizmadan bagimsiz (biyosorpsiyon) olarak

gidermektedirler [Srinath ve ark., 2002; Mala ve ark., 2006; Dabbagh ve ark., 2007].

Atik sularin mikrobiyal aritiminda su ana kadar birgok bakteri tiirii denenmis ve hala
bu konu hakkindaki c¢aligmalar devam etmektedir. Siyanobakteriler Gram(-)
prokaryotlar icersinde ayr1 bir grup olup, yiiksek organizasyonlu bitkiler gibi
fotosentez yapmaktadirlar. Kuraklik, tuzluluk, pH degisimleri, UV 1sinlar ve agir
metaller gibi bir¢ok cevresel stres sartlarina dayanikli olan bu canlilar tath su, tuzlu
su ve nemli topraklarda yasayabilmektedirler. Son yillarda, sucul olmalari, hiicre
bliytikliikleri, hiicre duvar yapisinin bilesen 6zellikleri, ayrica su kaynaklarindan
kolaylikla elde edilebilmeleri ve ¢evresel ortamlara kolay adapte olabilmelerin ve
cevreye kolay uygulanabilmeleri dolayir siyanobakterilerin sudaki agir metallerin
gideriminde kullanimi1 Onerilmektedir [Baptista ve Vasconcelos, 2006; Gupta ve

Rastogi, 2008].

Her ne kadar agir metal gideriminde son yillarda yogunlukla mikroorganizmalar
kullanilsa ve bununla ilgili birgok ¢aligsma olsa da, mikroorganizmalarin metal alinim
metabolizmalar1 lizerine ¢ok fazla ¢alismanin olmadigi dikkat ¢ekmektedir. Hala
daha mikroorganizmalarin metal alinim mekanizmasi ile ilgili bir¢ok sorunun cevap
bekledigi diisiiniilecek olursa, metal alinim metabolizmasindaki bilinmezlerin agiga
kavusturulmasina bagli olarak, mikroorganizmalarin agir metal veya diger g¢evre
kirleticilerin giderimine ydnelik biyoteknolojik uygulamalarda daha verimli

kullanim1 mimkuin olacaktir.



Bu ¢alismada,

1. Mogan Golii, Kurtbogazi Baraji, Uncali Deresi, Bafa Golii, Hatim Cayzi,
Harikalar Diyar1 Goleti ve Kizilirmak Nehri gibi farkli su rneklerinden
siyanobakterlerin izole edilecektir.

2. Bu calismada uygulama kolaylig1 nedeni ile tercihen izolasyonlar tek hiicreli
siyanobakterilerden yapilacak ve ipliksi formlar degerlendirilmeye
alinmayacaktir. Izolatlar icinden biyosorpsiyon ve biyobirim ¢alismalarinda
kullanilacak izolatlarin se¢imi ¢alismada kullanilacak olan Cr(VI) ve Cd(II)
agir metallerine direngliliklerine gore yapilacak ve bunun i¢inden her iki
metal icin izolatlarin ECsy degerleri hesaplanacaktir.

3. Her iki metale tolerans gosteren siyanobakter izolatlarinin

a. Cansiz

b. Tutuklanmis cansiz

c. Tutuklanmis canlt
biyokiitlelerinin Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlar
hesaplanacaktir.

4. Her iki metale tolerans gosteren siyanobakter izolatlarin canli hiicrelerinin
Cr(VI), Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(II) biyobirikim miktarlar1 hesaplanacaktir.

5. Cr(VI), Cd(II) agir metalleri ve Cr(VI)+Cd(Il) metal karigiminin izolatlarin
canli hiicreleri tlizerine etkisinin ve hiicre-metal iligkisinin belirlenmesi igin
taramal1 elektron mikroskop (SEM) goriintiileri ile enerji dagitimhi X-11mn1
analizori ile elementel analizleri yapilacaktir.

6. Cr(VI), Cd(I) agir metalleri ve Cr(VI)+Cd(Il) metal karisiminina maruz
kalan ve kontrol (metale maruz kalmayan) siyanobakter hiicrelerinin
proteinleri ¢ikarilarak, SDS-PAGE jelde protein profillerinin karsilastirilacak
ve metalin protein icerigine etkisi belirlenecektir.

7. Metalin hiicreye tutunmasinda énemli rol oynayan, yiiksek miktarda siilfidril
grubu (SH) igeren toplam (TT), proteine bagli (PBT) ve proteine bagl
olmayan tiyollerin (PBOT) Cr(VI), Cd(Il) agir metalleri ve Cr(VI)+Cd(Il)

metal karisimimnina maruz kalan ve kontrol (metale maruz kalmayan)



siyanobakter hiicrelerinde miktarlar1 belirlenecek ve metal giderimi ile bu

ozelliklerin iliskisi aciga kavusturulacaktir.

Glinlimiizde mikroorganizmalarin ne kadar metal giderdigi kadar, nasil giderdigi
de 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alisma sonunda bulunacak sonuglarin endiistriyel
olarak agir metal giderimi uygulamalarinda karsilasilabilecek problemlerin
¢ozlimiine ve giderimin arttirllmast i¢in uygulanacak yeni metodlarin

gelistirilmesine yardimci olmasi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Atik Sular

Endiistride, tarimda ve kentlerde kullanildiktan sonra akarsu, deniz ve gollere atilan
sulara atik su denilmektedir. Su kirliligi ise su ortaminin dogal dengesinin bozulmasi
olarak tanimlanmaktadir. Su kirliligi, ayn1 zamanda alict ortam su kaynaginin
kimyasal, fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve ekolojik O6zelliklerinin olumsuz
yonde degismesi ile biyolojik kaynaklarda, insan sagliginda, su kalitesinde ve suyun
diger amagclarla kullanilmasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde veya enerji
atiklarinin bosaltilmasi olarak da aciklanabilmektedir [Patterson, 1977; Atimtay ve

Yetis, 1992; Viel ve ark., 2003].

Sular, fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak kirlenebilmektedir. Suyun fiziksel
ozelliklerinin degismesi (renk, koku, tat, sicaklik, saflik vs.) fiziksel kirlilige neden
olmaktadir. Suyun sicakliginin degismesi, gazlarin sudaki ¢Oziiniirligiini
degistirmektedir. Ayrica, suyun yogunlugu, viskozitesi, yiizey gerilimi sicaklikla
degismektedir. Koku ve tat suyun estetik degerini etkilemektedir. Renk ve bulaniklik
ise suya 151k sizmasini ve buna bagli olarak organizma gelisimini ve suyun estetik
ozelliklerini degistirmektedir. Bu 6zellikler su yasamina zararli etki gostermekte ve
diger kirleticilerin varliginin gostergeleri oldugu bilinmektedir [Aksu, 1988; Atimtay
ve Yetis, 1992]. Suda bulunan agir metaller ve inorganik atiklar atik suda kimyasal
kirlilikten kaynaklanmaktadir. Azot, fosfor, agir metaller ve radyoaktif maddeler
suyun yogunlugunu, tadin1 ve ozmotik basincini, iletkenligini degistirmektedir. Bu
maddeler suyun icerdigi ¢Oziinmiis oksijen derisimini diisiirerek, suda yasayan

canlilar1 etkilemektedir.

Organik atiklarin etkisiyle yogun olarak iireyen algler, kiifler ve bakterilerle de
biyolojik olarak suyun kirlenmesine neden olmaktadirlar. Ayni1 zamanda patojen
bakteriler ve virlisler de su ortaminda ireyerek insan sagligimi etkilemektedirler

[Sundstrom ve Klei, 1979].



Sulardaki kirlilik sucul ekosistemlerin olumsuz yénde etkilenmesine, dogal dengenin
bozulmasina ve suyun kendi kendini temizleme kapasitesinin azalmasina ya da yok
olmasina yol agmaktadir. Su kirliligi sadece sular1 degil diger ekosistemleri de (hava
ve toprak) olumsuz yonde etkileyerek dogal dengenin bozulmasina sebep olmaktadir

[Uslu, 1987].

Diinyada ve Tiirkiye’de su kaynaklar1 potansiyelinin korunmast ve dogru kullanima,
su kirliliginin 6nlenmesi i¢in gerekli hukuki ve teknik esaslari ortaya koyan kriterler
bulunmaktadir. Bir¢ok element ve bilesik belirli oranlarin iizerinde bulundugunda
toksik etki gostererek, ortamin dogal dengesinin bozulmasina neden olmaktadir. Tiirk
Standartlar1 (TSE 266), Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve ABD Cevre Koruma Ajansi
(EPA)’na gore su kalitesi kriterleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de ve diinyada kabul edilen igme suyu standartlar1 [EPA, 2006;
TSE, 2005, WHO, 2006]

Tiirk Standartlar1 | Diinya Saglk K(‘;ﬁﬁfg;fm
TSE 266 Orgiitii WHO EPA
(2005) (2006) (2006)

BERRAKLIK (NTU)
Bulaniklik 1 5 -
MIKROBIYOLOJIK
PARAMETRELER
Koliform Bakteri 0 0 0
ORGANIK KIMYASAL
PARAMETRELER (mg/l)
Toplam Trihalometanlar - 460 100
INORGANIK KIMYASAL
MADDELER (mg/l)
Aliiminyum, Al 0,20 0,20 0,20
Arsenik, As 0,01 0,05 0,01
Baryum, Ba - 0,7 2
Kadmiyum, Cd 0,005 0,005 0,005
Krom (Toplam) 0,05 0,05 0,05
Floriir, F 1,5 1,5 2
Kursun, Pb 0,01 0,05 0,015
Civa, Hg 0,001 0,001 0,002
Nitrat, NO; 50 50 45
Selenyum, Se 0,01 0,01 0,05
Glimiig, Ag - - 0,1
Antimon, Sb 0,005 0,005 0,006
Berilyum, Be - - 0,004
Asbest > 10 pm 7 milyon lif/1




Cizelge 2.1. (Devam) Tiirkiye’de ve diinyada kabul edilen igme suyu standartlar

[EPA, 2006; TSE, 2005, WHO, 2006]

ESTETIK PARAMETRELER
(mg/l)

Kloriir, Cl

250

250

250

Renk (Birim)

15

15

Bakir, Cu

Deterjanlar

0,5

Demir, Fe

0,3

Mangan, Mn

0,5

0,05

Koku Esik Degeri (Birim)

pH

6,5-8,5

6,5-8,5

Siilfat, SO4

250

250

TDS

1000

500

Cinko, Zn - - 5

iLAVE PARAMETRELER (mg/l)

Kalsiyum, Ca - - -

Sertlik, CaCO; - 500 -

Magnezyum, Mg -

Potasyum, K -

Sodyum, Na 200 200 -

Klor, Cl, - 5 4

Amonyum, NH, 0,5 1,5 -

2.2. Agir Metaller

Yogunluklari 5 g/cm®den biiyilk olan metallere agir metaller denmektedir.
Yogunluklari suyun yogunlugundan bes kat daha fazla [Gramion, 2003] olup, dogada

21 metal olmayan, 16 hafif metal, 53 agir metaller bulunmaktadir.

Yer kabugunun dogal bilesenlerinden olan metaller, erozyon, maden yataklarinin
taginmasi, riizgar, volkanik patlamalar ve orman yanginlar1 gibi dogal olaylar ile
endiistriyel desarjlar, ¢op depo alanlarindaki sizintilar gibi ¢esitli insan aktiviteleri
sonucunda alict ortamlara girmektedir [Prego, 2003]. Maden isletmeleri (kursun,
¢inko, demir, bakir, giimiis, krom, altin ve uranyum), metal (demir-gelik, bakir,
¢inko, krom v.b), metal kaplama, kursun batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilik,
deri, tekstil, elektrik-elektronik, kimya, boya ve otomotiv endiistrileri agir metal

iceren atik su tiretmektedir [Saglam, 1995].




Agir metaller atik sularda biyolojik oksijen ihtiyaci degeri diisiirerek, ortami asidik
hale getirmektedirler. Bu metallerle kirletilmis sularda yasayan ve bu suyu kullanan
canlilar i¢in ¢ok zehirli bir hale gelmektedir. Ayrica agir metaller, besin zinciriyle
girdikleri canli biinyesinden dogal fizyolojik mekanizmalarla atilamadiklar1 i¢in
blinyede birikmektedirler [Edwards, 2001]. Bu birikime arsenik, civa, kursun, krom,
kadmiyum, nikel, demir, bakir, c¢inko gibi agir metal iyonlarn ile radyoaktif

elementler neden olmaktadir [Nies, 1999; Al-Asheh ve ark., 2003].

2.2.1. Krom, kadmiyum Kkirlenmesi ve etkileri

Tiirkiye’deki atik sularda en c¢ok krom(VI) ve kadmiyum(Il) agir metalleri
bulunmaktadir. Krom metalik gri renkte olup, kolayca kirilabilmekte ve sanayide
sikga kullanilmaktadir. Erime noktas1i 1900 °C, kaynama noktasi 2671 °C ve
yogunlugu 7,1 g/em’ olan krom [Young, 2000], sanayiler ve evsel atiklar su ve
topraga karistig1 zaman ¢evre agisindan ¢ok zararli bir hal almaktadir. WHO, EPA ve
Avrupa standartlar1 dogal sularda maksimum 50 pg/l Cr(VI)’ya izin vermektedirler
[Zouboulis ve ark., 2004]. Kirlenmemis tath sularda krom konsantrasyonu 0,1-0,5
ppm arasinda iken, bu deger okyanuslarda 0,0016-0,05 ppm arasinda olmaktadir [De
Filippis ve Pallaghy, 1994; Carlos ve ark., 2001]. Kromun yaygin olarak kullanildigy;
metal kaplama, deri, tekstil kumas boyasi vb. sanayilerinde krom iceren atik sular
meydana gelmektedir. Metal kaplama sanayisinde aritilmamis atik sular yaklasik 100
ppm Cr(VI) icermektedirler ve bu da izin verilen limit olan 0,05 ppm’den oldukga
fazla oldugu i¢in ¢evre acisindan tehlike teskil etmektedir [Arora ve Pandey, 1984;
Thyagarajan, 1992; Sudha ve Emilia, 2001]. Kagit endiistrisi ¢ikis sularinda ise 80

ppm civarinda krom atik olarak ortama birakilmaktadir [Carlos ve ark., 2001].

Atik sularda krom; Cr(Ill) ve Cr(VI) olmak tizere iki sekilde bulunmaktadir. Cr(III)
celik, deri ve tekstil sanayinde, Cr(VI) ise genellikle kimya, deri, tekstil sanayilerinin
yani sira elektro boyama islemlerinde kullanilmaktadir. Havada bulunan krom
iyonlar1 su ve topraga karigmaktadir. Toprakta bulunan krom toprak partikiillerine
sikica tutunarak yiizey sularinca dahi temizlenememektedir. Sudaki krom iyonlar

hareketsiz olup sadece sediment igersinde bulunmaktadir.



Cok fazla toksik olan Cr(VI)’nin tam tersine, Cr(III) ¢evre i¢in bir problem teskil
etmemektedir. Cok diisik konsantrasyonlarda Cr(IIl) memelilerin bazi
sistemlerindeki metabolik yollarin diizenlenmesinde, 6zellikle de protein, glukoz ve

lipid metabolizmasinda 6nemli roller {istlenmektedir.

Kadmiyum(II) genellikle ¢inko ile birlikte kombine halde olup, yeryiiziiniin hemen
hemen her yerinde bulunmaktadir. Erime noktas1 321 °C, kaynama noktas1 767 °C ve
yogunlugu 8,64 g/cm’ olan kadmiyum [Young, 2000], pestisit ve giibrede bol
miktarda bulundugu i¢in en c¢ok topraga karigsmaktadir. Orman yangimlar1 ve
volkanlar vasitasi ile de havaya karigsmaktadir. Sularda meydana getirdigi kirlilik ise
sanayi atiklarindan kaynaklanmaktadir. Havada maksimum konsantrasyonu 0,1
mg/m’, suda ise 0,01 ppm maksimum konsantrasyona izin verilmektedir [Forstner ve
Wittmann, 1983]. Aktif camur icersinde bol miktarda bulunan Cd(II) su ylizeyine
kadar hareket edebilmektedir.

Her iki metal de yiiksek oranda toksik olup, biyolojik sistemlere zarar vermektedir.
Cr(VI)’nin  metabolizmadaki birikimi kansere yol ag¢makta ve genetik
deformasyonlara sebep olmaktadir [Sudha ve Emilia, 2001]. Ortamin pH’s1 diistiik¢e
Cr(VI)’nin oksitleme giicli de o oranda artarak daha zararli hale gelmektedir. pH
arttikca oksitleme kabiliyeti diiserek ve toksin etkisi azalmaktadir [Arar ve ark.,
1991]. Krom insanlar tarafindan soluma, yeme, igme ve deri temas: ile
alinabilmektedir. Cr(VI) deri kizarikliklari, mide kanseri ve iilser, solunum
problemleri, immiin sistemde zayiflama, bobrek ve karacigerlerde tahribat, genetik
materyalin degismesi, akciger kanseri gibi saglik problemlerine, daha ileriki

safhalarda ise 6liime neden olmaktadir [Dakiky ve ark., 2002].

Insanlar Cd(II)’u genelde besinler vasitasi ile almakta ve Cd(II) miktari fazla besinler
tilkketildiginde viicutta birikimlere neden olmaktadir. Karaciger, mantar, midye,
ahtapot, kakao ve yosun gibi besinler yiiksek miktarda Cd(II) igerebilmektedirler.
Cd(IT) ishal ve mide bulantisi, kemiklerde erimesi (Itai-itai sendromu), iireme
bozukluklar1 ve kisirlik, merkezi sinir sistemi bozukluklari, bagisiklik sisteminde

zayiflama, piskolojik bozukluklar, DNA’da hasar ve kanser, bobrek hastaliklar
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(Fanconi sendromu) gibi saglik problemlerine neden olmaktadir [Dakiky ve ark.,

2002].

Cesitli sanayilerce kirletilen sularda bulunan Cr(VI) ve Cd(II), suda yasayan
omurgali, omurgasiz, bitkiler ve mikroorganizmalar1 olumsuz yonde etkilemektedir
[Sadettin ve Donmez, 2006]. Cr(VI)’nin ¢ok az miktar1 dahi sudaki ekolojik dengeyi
bozmaktadir. Cd(II) ise mikroorganizmalar agisindan yiiksek oranda toksik olup, bazi
mikroorganizmalarin demir metabolizmasinda gorev aldigi bilinmektedir. Bununla
birlikte, her iki metal miktar1 belirli diizeyi astiginda mikroorganizmalar {izerinde
toksik etki gostererek, bir siire sonra dliimlere yol agmistir [Kalantari, 2008]. Yamini
ve ark. (2004) Cr(VI)’nin, Simonet ve ark. (1984) Cd(II)’nin patojen bakterilerin
patojenitesini azalttigini rapor etmislerdir [Simonet ve ark., 2004]. Bakteri, fungus ve
siyanobakter gibi bazi mikroorganizmalar agir metallere toleransli olup yiiksek
dozlarinda dahi yasayabilmektedirler. Bu organizmalar metalli ortamda canliligin
devam ettirebilmek i¢in adsorpsiyon, metilleme, oksidasyon veya indirgeme gibi
mekanizmalar gelistirerek ortamda bulunan metalleri inaktif hale getirmislerdir
[Mortuza ve ark., 2005]. Bakteri, fungus ve siyanobakteriler agir metallere maruz
kaldiklarinda, metallotiyonein adi verilen sistence zengin 6zel proteinler ve yine
sistein aminoasitince zengin proteine bagli veya proteinden bagimsiz tiyolleri
sentezleyerek metallerin detoksifikasyonuna neden olmaktadirlar [Nagalakshmi ve
Prasad, 2001]. Ozellikle bakteri ve siyanobakteriler metal stresinde ekzopolisakkarit
sentezleyerek metallerin toksik etkini inhibe etmektedirler [Cobbett ve Goldsbrough,

2002; De Philippis ve ark., 2003 ve 2007].

2.2.2. Atik sulardan agir metallerin giderimi

Atik sulardan agir metallerin giderimi i¢in bircok ydntem kullanilmaktadir. Bu
alanda en ¢ok kimyasal ¢oOktiirme, kimyasal oksidasyon ve indirgenme, iyon
degisimi, filitrasyon, elektrokimyasal uygulama ve ters ozmoz kullanilmaktadir. Bu
klasik yontemlerin kullanimi maliyeti artirmakta ve aktif ¢camurlarda yogun toksik
bilesikler meydana getirerek aritimi daha da zor hale getirmektedir [Xia ve Liyuan,

2002]. Ayrica, bu yontemler maliyetinden dolayr yliksek metal konsantrasyonlarin
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gideriminde kullanilirken, diisiik konsantrasyonlu (1-100 ppm) metal kirliliginde
kullanilamamaktadirlar [Cossich ve ark., 2002]. Bu nedenle endiistriyel atik sulardan
agir metal gideriminde biyolojik sistemlerin kullanimina yonelik biyoteknolojik
uygulamalar 6n plana ¢ikmaktadir. Son yillarda agir metallerin gideriminde birgok
mikroorganizmanin Olii, canli ve tutuklanmis hiicreleri denenerek, alinimin en

yiiksek oldugu pH ve sicaklik gibi ¢evresel sartlar arastirilmaktadir.

2.3. Mikroorganizma-Metal Iliskisi

Mikroorganizmalar metali tamamen parcalayamazlar, ancak baska bir forma
doniistiirerek toksik etkilerini azaltir veya tamamen kaybederler. Biyolojik olarak
mikroorganizmalar ile agir metal giderimi; agir metalin mikroorganizmanin yiizeyine
tutunmas1 (biyosorpsiyon, adsorpsiyon), metal iyonlarinin hiicre i¢ine alinmasi
(biyobirikim) ve metallerin mikroorganizma tarafindan salgilanan biyolojik ajanlarla

kimyasal doniisiimii seklinde tanimlanmaktadir [Rangsayatorn ve ark., 2002].
Mikroorganizmalarla agir metal giderimi metabolik aktiviteden bagimsiz olarak

ve/veya metabolik faaliyetlerle gerceklesmektedir (Sekil 2.1) [Rangsayatorn ve ark.,
2002; Davis ve ark., 2003].

A

Metal Alimim
Mekanizmasi
A A
Metabolizmaya Metabolizmadan
Bagh Bagimsiz

Hiicre Zarindan Coktiirme Fiziksel iyon Kompleks
Gegis Adsorpsiyon Degisimi Olusturma

Sekil 2.1. Metal alimim mekanizmalari. (A) Hiicre metabolizmasina gore
siniflandirma. (B) Metal gideriminin meydana geldigi yere gore
siniflandirma [Malik, 2004]
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(B)
Metal Alimim
Mekanizmasi
Hiicre i¢i Birikim Hiicre Yiizeyine Hiicre Dis1 Birikim ve

Adsorpsiyon Coktiirme

Hiicre Iyon Degisimi Kompleks Fiziksel Coktiirme

Zarmndan Olusturma Adsorpsiyon
Gecis

Sekil 2.1. (Devam) Metal alinim mekanizmalari. (A) Hiicre metabolizmasina gore

simiflandirma. (B) Metal gideriminin meydana geldigi yere gore
siiflandirma [Malik, 2004]

2.3.1. Mikroorganizmalarda metal alinimi

Mikroorganizmalarla agir metal giderimi bir¢cok aragtirmaciya gore genelde iki

asamada ger¢eklesmektedir.

Birinci asama: Pasif alim (fiziksel adsorpsiyon ya da hiicre ylizeyinde iyon
degistirme) olarak tanimlanmaktadir. Hizli bir reaksiyondur ve mikroorganizma ile
metal iyonlarinin temasindan c¢ok kisa bir siire sonra gerceklesmektedir. Hiicre
ylizeyine metallerin baglanmas1 fizikokimyasal bir reaksiyon olup, hiicre yiizeyinin
yapist ile yakindan iligkilidir. Her bir mikroorganizmanin biyosorpsiyondaki etkinligi
mikroorganizma tiirline ve hiicre duvarinin kompozisyonuna bagli olarak biiyiik
farkliliklar gostermektedir. Birgok mikroorganizmanin hiicre ylizeyi polisakkarit,

protein ve lipid icermektedir. Ayrica, hiicre ylizeyindeki amino, karboksil, hidroksil,
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siilfidril, siilfat, fosfat ve tiyol gruplari da metal baglama ozellikleri nedeniyle

biyosorpsiyonu desteklemektedir [Rangsayatorn ve ark., 2002; Mohamed, 2001].

Tkinci agama: Aktif alinim, metabolizmaya bagli ve daha yavas gerceklesmektedir.
Bu asamada, metal iyonlar1 hiicre zarindan sitoplazmaya taginir [Dursun ve ark.,
2003]. Metaller sitoplazmaya tasinirken, bircok mikroorganizmanin metal baglayici
proteinler sentezledikleri rapor edilmektedir. Metal baglayict 6zellige sahip diisiik
molekiiler agirlikli (6-7 kDa) bu proteinlere metallotiyoninler (MT) adi verilmekte ve
agir metallerin detoksifikasyonunda gorev aldiklar1 diisiiniilmektedir [Andrade ve
ark., 2004; Evangelou ve ark., 2004]. MT’ler yiiksek miktarda sistein aminoasiti
iceren siilfidril gruplar ihtiva ederler [Bremner ve Beattie, 1990]. Yapisal olarak MT
zinciri Cys-X-Cys, Cys-X-Cys veya Cys-X-Y-Cys seklindedir. X ve Y sistein
disindaki amino asitleri temsil etmektedir [Florianczyk, 2005]. Yapilan ¢alismalar,
metal derisimlerinin artisina paralel olarak metal baglayici proteinlerin de arttigini

gostermektedir [Saglam, 1995].

Prokaryot hiicrelerde, normal hiicre metabolizmasi i¢in gerekli olan kritik seviyelerin
altinda veya lstlindeki metal iyonu konsantrasyonlarini algilayan, metallerin islevini
diizenleyen (metalloregulatory) proteinler gorev almaktadir. Pennella (2005)’e gore,

prokaryotik metal diizenleyici proteinler bes alt gruba ayrilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Prokaryotlarda metal diizenleyici protein gruplar1 [Pennella, 2005]

Ormek Protein ve Proteinin | Proteinin Yapis:®

Bagladiz Metal Gruplan

ArsR (As, Ab)
CadC (Cd.Ph)
CzrA, SmiB (Zn)
MmtE (Mi)

DixE (Fe)
IdeR (Fe)

MntR iMn)

Fur (Fe)
fur{Zn)

CueR (Cu)
MerR (Hg)
PbrE (Ph)

ZntR (Zmn)

NikE iM1)

* Her bir protein grubun kristal yapisini gostermektedir. Sari, kirmizi ve yesil renkli kiireler protein
yaptya bagli metal iyonlarini ifade etmektedir.
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Siyanobakteriler ile sulardaki Zn*" giderimi iizerinde yapilan ¢alismalarda, giderimin
hiicredeki polifosfat rezervleri ve metallothionein proteinleri vasitasi ile yapildigi

belirlenmistir [Jensen ve ark. 1982; Daniels ve ark. 1998].

Metal baglama yetenegine sahip diger bir spesifik protein de glutatyon oldugu
bilinmektedir. Glutatyon tiyol ihtiva eden bir tripeptid olup asidik, ozmotik ve
oksitatif streslerde 6nemli rol oynamaktadir [Riccillo ve ark., 2000]. Agir metal
gideriminde de 6nemli fonksiyonlart oldugu bilinmektedir. Figueira ve ark. (2005)
Cd(IT)’ye maruz birakilan Rhizobium leguminosarum un glutatyon miktarlarini
incelemisler, kontrole goére Cd(II)’ye maruz kalan hiicrelerin glutatyon miktarlarinda

artis oldugunu saptanmiglardir [Figueira ve ark., 2005].

Agir metallerin gideriminde 6nemli ve etkili metabolitlerden bir digeri de
ekzopolisakkaritlerdir. Baz1 prokaryot (siyanobakteriler, bakteriler ve arkeler) ve
Okaryot (yesil algler ve funguslar) mikroorganizmalar polisakkarit, glukoprotein,
lipopolisakkarit ~ve  peptid yapida ekzopolisakkaritler  iiretmektedirler.
Ekzopolisakkaritler (EPS) olumsuz ¢evre kosullarina maruz kaldiklarinda bakteriler
tarafindan iiretilen metabolik iriinlerdir [Liu ve ark., 2001; Wang ve Chen, 2006].
EPS genellikle polisakkaritler, proteinler, uronik asit, niikleik asitler ve lipidlerden
meydana gelir ve siilfidril karboksil, amin, fosforik ve hidroksil gruplarini ihtiva
etmektedir [Wingender ve ark., 1999; Liu ve Fang, 2002; Sponza, 2002]. Mikrobiyal
ekzopolisakkaritler simbiyoz ve biyofilim olusturma, fagositozdan korunma gibi
gorevlerin yani sira stres sartlarina direnglilik saglamaktadir [Vanhaverbeke ve ark.,
2003]. Yapilan bir¢ok arastirmada agir metale maruz kalan hiicrelerin EPS
miktarlarinin da arttig1 gézlenmistir [White ve Gadd, 1998; Fang ve ark., 2002; Kazy
ve ark., 2002; Priester ve ark., 2006; Adarsh ve ark., 2007].

Adarsh ve ark. (2007), agir metallerle kirletilmis bolgelerden alinan su 6rneklerinden
lic tane bakteri izole ederek, Cu(Il) agir metaline karsi toleranslarini tespit
etmislerdir. Metale maruz kalan ve kontrol hiicrelerinin SEM analizinde, kontrole
gore Cu(Il) agir metaline maruz kalan hiicrelerin EPS miktarlarinda artis oldugunu

tespit etmislerdir [Adarsh ve ark., 2007] (Resim 2.1).
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Resim 2.1. Cu(Il)’ye maruz kalan ADG izolatinin EPS miktarindaki artis [Adarsh ve
ark., 2007]

2.3.2. Mikroorganizmalarda hiicre duvar yapis1 ve metal alimmm arasindaki

iliski

Mikroorganizmalarda hiicre duvar yapisi metal alinimi agisindan 6nemli bir faktor
olup, metalin hiicre yiizeyine baglanmasinda, hiicre igersine alinmasinda ve
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Hiicre duvar yapisi lizerinde agir metalleri
baglama yetenegine sahip hidroksil, karbonil, karboksil, stilfidril, tiyoeter, siilfonat,
amin, imin, amid, imidazol, fosfonat ve fosfodiester gibi kimyasal gruplar
bulunmaktadir. Metalin baglanmasi mikroorganizma iizerindeki bu gruplarin ¢esidi,
sayisi, kimyasal yapisi, durumu ve metalin bu gruplara ilgisine bagli olmaktadir

[Vieira ve Volesky, 2000].

Fungus ve mayalar ile yapilan caligsmalarda ortamdaki agir metallerin giderildigi
tespit edilmistir. Mayalarin hiicre duvar1 bakterilere benzer fakat peptidoglikan
tabakasi yerine kitin fibrilleri matriks olusturmaktadir. Ana maddesi glukan olan
amorf yapidaki musilaj tabaka hiicre duvarmi kaplamaktadir. Bu musilaj tabaka
tizerinde bulunan fonksiyonel gruplar metallerin tutunmasini saglamaktadir [Alluri
ve ark., 2007]. Kiiflerde ise ipliksi hif yapisi bulunmaktadir [Vieira ve Volesky,
2000] ve hiicre duvarinin % 90’nin1 amino ve amino olmayan polisakkaritler

olusturmaktadir [Yan ve Viraraghavan, 2000]. Yapilan arastirmalara gore her iki
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grup i¢in metal alinnminda karboksil ve fosforil gruplar1 6n plana c¢ikmaktadir.
Saccharomyces cerevisae ile yapilan bir calismada uranyum gideriminin hiicre
duvarinda bulunan polifosfat ve karboksil gruplarinin bollugu ile ilgili oldugu tespit

edilmistir [Strandberg ve ark., 1981].

Bakteriler hiicre duvar1 bakimindan Gram-pozitif ve Gram-negatif olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Her iki grup da peptidoglikan matriks tabakasindan
olugmaktadir, fakat Gram-negatif hiicre duvarinda peptidoglikan tabakasi ince ve ¢ok
tabakal1 olup daha kompleks bir yapiya sahip iken, Gram-pozitif hiicre duvar1 tek bir
peptidoglikan tabakadan meydana gelir ve daha basit bir yapist bulunmaktadir (Sekil
2.2) [Madigan ve ark., 2008].

Gram-pozitif hiicre duvarinda peptidoglikan tabakaya bagli bulunan teikoik ve
teikronik asitler, fonksiyonel gruplar ihtiva etmektedirler. Bu gruplar vasitasi ile
etkin bir sekilde metal baglama yetenegi kazanmaktadirlar. Peptidoglikan tabakasi
tizerinde karboksil, hidroksil ve amin gruplan icermektedirler. Teikoik asit gliserol
yapisinda olup tizerinde fosforil gruplari bulunmaktadir. Teikronik asit ise yapisal
olarak teikoik asite benzese de iizerinde fosforil gruplar1 yerine karboksil gruplari
bulundurmasi ile ayrilmaktadir. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda ise teikoik
asit veya teikronik asit bulunmamaktadir. Bu yapilarin yerine fosfolipid, lipoprotein,
lipopolisakkarit ve ¢esitli proteinler bulunmaktadir. Fosfolipidler teikoik aistlerde
bulunan fosforil gruplari ile ayn1 yapida ve koordinasyonda olup yliksek miktarlarda

metal tutabilmektedirler [Johnson, 2006].

Hiicre ylizeyine tutunan metallerin bir kismi hiicre metabolizmasinda kullanilmak
lizere veya detoksifiye edilmek icin hiicre icersine alinmaktadir. Metal iyonlari
hiicrede bulunan birgok enzimin aktivasyonunu saglayarak homeostaziyi
diizenlemektedir. Hiicre membraninda transporter proteinleri bulunmaktadir. Bu
proteinler vasitasi ile agir metaller enerji harcanarak hiicre icersine alinmaktadir
[Garcia-Dominguez ve ark., 2000]. Hiicre membranindan agir metallerinden gegisini
saglayan cok bilesenli ve tek bilesen igeren transporterler olmak iizere iki tip

transporter proteinleri bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalara gore, nikelin
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tasinmasinda gorev alan NikABCDE proteininin ¢ok bilesenli transporter, kobaltin
taginmasinda goérev alan NhIF proteininin ise tek bilesenli transporter oldugu
bilinmektedir. Bu alanda yeni transporter proteinlerin tanimlanmalarina ydnelik

arastirmalar devam etmektedir [Lopez-Maury ve ark., 2002].

Teikoik Asit Lipoteikoik Asit
| L&

GRAM POZITiF Polisakkaritler Porinler

GRAM NEGATIF
Dig Membran

Sekil 2.2. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinin sematik
diyagrami (http 1)

Bakteri hiicre duvan asidik pH’larda negatif yiikli hale gecerek, fonksiyonel gruplar
aktif hale ge¢mektedir. Bakteri hiicre duvarinin yeni kimyasal durumu bulunan
fonksiyonel gruplara metallerin baglanma ilgisini arttirmaktadir. Bacillus subtilis ile
yapilan bir ¢alismada Cd, Cu, Pb ve Al gideriminin sadece bakteri lizerindeki
fonksiyonel gruplarin varligi ile olmadigi, ayn1 zamanda kullanilan metallerin bu
gruplara ilgisinden kaynaklandig: rapor edilmistir [Collins ve Stotzky, 1992]. Vieira
ve Voleksy (2000)’e gore bakteriler, hiicre yiizey alaninin genisligi agisindan agir
metallerin giderimi i¢in milkemmel bir biyosorbenttir [Vieira ve Voleksy, 2000].
Bununla birlikte bakteri hiicre duvarinda bulunan teikoik asitin fosfodiesterleri ve
teikronik asidin karboksil gruplar1 metal baglamada fonksyonel gruplar gibi
davrandig: tespit edilmistir [Paknikar ve ark., 2003].

Siyanobakteriler hiicre duvar yapist bakimindan Gram(-) ozellik gdstermektedir.
Bakterilerde oldugu gibi siyanobakterilerin hiicre duvar1 da peptid baglart ile

baglanmis N-asetilglukozamin ve [-1,4-N-asetilmuramik asitin olusturdugu
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peptidoglikan tabakasindan meydana gelmektedir. Hiicre duvarinin dis kismi yogun
bir ekzopolisakkarit tabaka ile kapli olup, bu tabaka iizerinde metal baglamada rol
oynayan fonksiyonel gruplarin bircogu bulunmaktadir. Siyanobakterilerde diger
fonksiyonel gruplarin yani sira 6zellikle ekzopolisakkarit yapi iizerinde bulunan
uronik asit ve proteinlerle baglantis1 olan siilfidril (tiyol) gruplari metal baglamada

on plana ¢ikmaktadir [Alluri ve ark., 2007].

2.3.3. Biyosorpsiyon

Metal aritma yetenegine sahip olan canlilara biyosorbents adi verilmektedir. Canli
hiicreler vasitasi ile aktif olarak meydana gelen metal giderimine biyobirikim,
genellikle 6l hiicre yiizeyine pasif olarak tutunma yolu ile meydana gelen giderime
ise de biyosorpsiyon yada adsorpsiyon adi verilmektedir [Rangsayatorn ve ark.,

2002].

Metallerin metabolizmadan bagimsiz, pasif olarak alinimi daha hizli olmakla birlikte,
geri kazanimi miimkiin ve ayrica az enerji gerektirmektedir [Klimmek ve ark., 2001;
Mack ve ark., 2007]. Biyosorpsiyon i¢in harcanan enerji 21kJ/mol iken, biyobirikim
icin harcanan enerji 63kJ/mol’diir [Kadukova ve Vircikova, 2005]. Biyosorpsiyonda

6li ve tutuklanmig hiicreler kullanilabilmektedir [Klimmek ve ark., 2001].

Biyosorpsiyon mekanizmasi genellikle metal iyonlar1 ve hiicre yiizeyinde bulunan
fonksiyonel gruplar arasindaki elektrostatik etkilesim, iyon degisimi, metal iyonunun
selatlanmas1 gibi etkilesimlere baglhdir [Ozer ve ark., 2004]. Biyosorpsiyon
caligmalari, 6lii mikroorganizmanin hiicre yapisindaki bazi degisikliklerden dolay1
olumlu yonde etkilenerek yasayan hiicrelerden daha fazla miktarda metali
adsorblayabilmektedir [Kuyucak ve ark., 1987; Rangsayatorn ve ark., 2002]. Olii
hiicreler iyon degisimi yapabilmeleri ve tekrar tekrar kullanilabilmelerinden dolay1
sentetik adsorbantlara benzedikleri icin ekonomik acidan son yillarda ¢ok ilgi
cekmektedir [Winter ve ark., 1994; Bakkaloglu ve ark., 1998; Matheickal ve ark.,
1999].
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Biyosorpsiyonun diger aritma metodlarina goére en dnemli avantajlar1 [Kratochvil ve

ark., 1998]:

* Diisiik maliyet

* Yiiksek verim

» {lave besin gereksinimi olmamasi

* Biyosorbentin yeniden kullanilabilmesi

* Metal geri kazanma olasiligidir.

2.3.4. Biyobirikim

Eser miktarlardaki demir (Fe), bakir (Cu), kobalt (Co), nikel (Ni), ¢inko (Zn),
kadmiyum (Cd) ve manganez (Mn) gibi metaller mikroorganizmalarin solunum, azot
fiksasyonu ve fotosentezinde dnemli gorevi olan metaloenzimlerinde kofaktor veya
proteinlerinde yapisal bilesen olarak bulunmaktadirlar [Leao ve ark., 2007]. Ornegin,
demir ve fosfor Siyanobakterilerin gelismesinde rol oynayan, metabolizma agisindan
elzem olan minerallerdir. Sulardaki ekolojik dengenin korunmasinda gorev alan bu
ototrofik canlilarin metabolizmalar1 agisindan baz1 metallere ihtiyag duymaktadirlar.
Siyanobakteriler bakir1 plastosiyanin igersinde, ¢inkoyu karbonik anhidraz, kobalti
kobalamin, magnezyumu klorofillerde, molibdeni nitrogenaz enziminin yapisinda ve
manganezi ise tilakoid membran igersinde oksijenle birlikte kompleks olusturmak
i¢cin kullanmaktadir [Cavet ve ark. 2003]. Diger taraftan, bu metaller ve Hg, Pb, Cr,
gibi diger agir metallerin yliksek dozlar1 sucul ekosistemlerde besin zincirinin birinci
halkasimni teskil eden fitoplanktonik organizmalardan baliklara kadar dokularda
birikim yoluyla tiim canli gruplarinin gelisimini olumsuz ydnde etkilemekte ve
insanlarin 6nemli derecede protein kaynagini teskil eden baliklarin yenilmesiyle de

insan sagligini tehdit etmektedir.

Biyobirikimde mikroorganizma metal veya metalleri secerek kontrollii bir sekilde
blinyesine almaktadir. Mikroorganizmalar birden fazla metale maruz kaldiklarinda
metabolize edebilecegi metalleri tercih etmektedir. Metaller biyobirikimde hiicre

icersine metabolizmaya bagli olarak alinmaktadir. Mikrobiyal biyobirikim iki sekilde
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olmaktadir. Metaller ilk asamada iyon degisimi veya fiziksel adsorpsiyon ile hizli bir
sekilde hiicre ylizeyinde toplanmaktadir. Daha sonra hiicre zarindan metabolizmaya
bagli olarak hiicre icersine alinmaktadir. Hiicre ylizeyinde bulunan tiyollerin
metallerin hiicre igersine aktif tasinmasinda gorev aldigi bilinmektedir. Hiicre
igersine endositoz ile taginan metaller, hiicre igersinde metallotiyonein proteinleri ile
selatlanarak detoksifiye olmaktadir [Mejare ve Bulow, 2001; Srinath ve ark., 2002;
Van Ho ve ark., 2002; Zalups ve Ahmad, 2003].

Hizla gelisen endiistrinin sebep oldugu bu tiir bozulmalarda mikroorganizmalar
toksik agir metallere karsi mekanizmalar gelistirir. Mikroorganizmalar kalitsal
direngliliginden ziyade bu direngliligi ya mutasyonla ya da diisiik konsantrasyondan
biiyiikk konsantrasyona adim adim tasiarak kazanir. Boyle mikroorganizmalar agir
metalle kontamine sularin temizlenmesi veya bu sulara miidahale etmek igin
gelistirilmis biyotoplayici olarak ise hazir hale getirilebilir. Boylece metale direngli
suslarin gelistirdigi mekanizma biyoteknolojik kullanimlar1 gelistirmede temel
olabilir [Roane ve ark., 2001]. Ozellikle biyobirikim calismalarinda metalle
kirlenmis ortamlardan izole edilen mikroorganizmalarin, metale maruz kalmayan
ortamlardan izole edilen mikroorganizmalardan hiicre icersinde daha ¢ok metal
biriktirdigi rapor edilmistir. Daha onceden edinilmis olan direnglilik mekanizmasi

mikroorganizmanin metal alinim kapasitesini arttirmaktadir [Sprocati ve ark., 2006].

Metal direngliliginin 6lc¢lilmesinde ECsy degeri sikg¢a kullanilmaktadir. Canli
hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren metal dozu ne kadar yiiksek ise canlinin o metale kars1

direngliligi de yiiksek olmaktadir.

Srinath ve ark. (2001), Cr(VI)’ya maruz kalan sulardan bakteri izole etmisler ve
laboratuar ortaminda bu bakterilerin Cr(VI) giderimini incelemislerdir. Bacillus
circulens ve Bacillus megatarum olarak tanimladiklari izolatlarin digerlerine nazaran
Cr(VI)’ya daha c¢ok direng gosterdikleri ve bu direngli izolatlarin Cr(VI)
biyobirikimlerinin de yiiksek oldugu rapor edilmistir [Srinath ve ark., 2001].
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Ahuja ve ark. (2001), Oscillatoria anguistissima ile yaptiklar1i calismada canl
hiicreler ile ¢inko tolerans mekanizmasini arastirmiglar. Ayni bakteriyi bir siire
¢inkolu ortamda tutarak toleransli hale getirmisler. Bu toleranslh ve ¢inkolu ortamla
ilk defa karsilasan kiiltiirlerin ¢inko alimimini karsilagtirmiglardir. Buna gore
toleransh kiiltiiriin digerine nazaran daha ¢ok ¢inko aldig1 gézlenmistir [Ahuja ve
ark., 2001]. Sun ve Shao (2007), Pasifik okyanusunun sedimentlerinden izole
ettikleri kursun(Il)’a yiiksek oranda direngli olan Penicillium sp. Psf-2 izolatinin
laboratuar ortaminda da Pb(II)’yi yiliksek oranda hiicre yiizeyine ve hiicre igersine
aldig1 rapor edilerek, agir metal gideriminde metale toleransli mikroorganizmalarin

kullantminin nedenli 6nemli oldugu vurgulanmistir [Sun ve Shao, 2007].

Rangsayatorn ve ark. (2002), yaptiklart c¢alismada Spirulina (Arthrospira)
platensis’in Cd(Il)’a kars1 direngliligini belirleyerek 24, 48, 72 ve 96. saatlerde probit
analizi ile ECsy degerlerini hesaplamislardir. Elekron mikroskobu ile Cd(II)’un hiicre
yapisina etkisi incelenmis artan Cd(II) konsantrasyonlarda dejenerasyonun da arttig1
gbzlenmigtir. Caligmanin sonucu olarak Spirulina (Arthrospira) platensis’in bir¢ok
canlidan daha ¢ok Cd(II)’u adsorbe ettigini tespit edilmistir [Rangsayatorn ve ark.,
2002].

2.3.5. Biyosorpsiyonda kullanilan mikroorganizmalar

Biyosorpsiyon i¢in seg¢ilecek mikroorganizma, dogada yaygin olarak bulunmali,
endiistri atiklarindan izole edilmeli, ¢evresel streslere karsi direngli olmali, kolaylikla

tireyebilmeli ve ucuz maliyetle tiretilebilmelidir [ Vieira ve Volesky, 2000].

Mikroorganizmalar ile agir metal giderimi hakkinda bir¢ok arastirma yapilmis, yesil
algler [Donmez ve Aksu, 2002; El-Sikaily ve ark., 2007], siyanobakteriler [Anjana
ve ark., 2007; Kiran ve ark., 2007], baz1 bakteriler [Mabet ve ark., 2002; Sahin ve
Oztiirk, 2005], mantarlar, kiifler [Yan ve Viraraghavan, 2003], mayalar [Krheminska
ve ark., 2005] gibi mikroorganizmalarin ortamda bulunan agir metalleri biinyelerinde
topladig1 rapor edilmistir. Kiif ve mayalarda karboksil, fosforil ve polifasfat

gruplarinin, bakterilerde EPS, teikoik asit ve teikoik asitin karboksil gruplarimin,
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yesil algler ve siyanobakterilerde uronik asit ve tiyollerin yogun olarak bulunmasi
son yillarda bu mikroorganizmalarin metal gideriminde kullanilmalarinda ilgiyi
arttirmaktadir. Mikroorganizmalarin metal giderim kapasitesini arttirmak igin, canli

ve kuru hiicreler kimyasal veya dogal bir matriks ile tutuklanmaktadir.

2.3.6. Biyosorpsiyonda tutuklanmis mikroorganizmalarin kullanim

Son 20 yildir, biyoteknolojik ag¢idan birgok metabolitin tiretiminde tutuklanmis hiicre
ve komponentlerinin kullanimi1 hizla gelisen bir 6nem kazanmistir. Baglangicta bu
sistem bazi metabolik {irlinlerin toplanmasi ve sentezlenen enzim veya enzim
kompleksinin korunmasi i¢in kullanilirken, artik giiniimiizde artik hiicrelerin tamami
tutuklanarak ¢ok farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Tutuklanmis hiicreler olumsuz
dis etkenlerden korunarak, uygulanacagi biyoproseslerde tekrar tekrar bir¢ok defa
kullanimi miimkiin olmaktadir. Bunun disinda hiicrenin uzun siireli canli kalmasini
saglar. Bu da teknolojik agidan avantaj saglayan bir durumdur [Shin ve ark.,2002;
Suhail ve ark., 2005; Wu ve Yu, 2007].

Siyanobakterilerin tutuklanmasinda bir¢ok dogal ve sentetik polimerler denenmis ve
ozellikle de canli hiicrelerin hayatta kalabilmeleri icin 15181 geciren seffaf matriksler
tercih edilmistir. En ¢ok kullanilan dogal tutuklanma ajanlari aljinat, agar, agaroz,
carrageenan ve albumin serumu iken sentetik matriksler poliliretan, polivinil
kopiikleri ve akrilamittir [Sera ve ark., 2006]. Agir metal gideriminde ise tutuklanma
ajanlar1 hiicreyi yliksek dozlardaki toksik metal stresinden koruyarak ayni zamanda
metalleri toplamaktadir. Giderimde en Onemli faktér dogru matriksi se¢cmektir.
Ornegin aljinatin yapisinda bulunan Na iyonlar1 diger agir metaller ile yer
degistirerek matrikse tutunmasini saglamaktadir. Phormidium laminosum ile yapilan
bir ¢alismada, Cu(Il), Fe(Il), Ni(I[) ve Zn(II) agir metallerin biyosorpsiyonu ig¢in
tutuklama ajan1 olarak, polisiilfon ve epoksiresin kullanilmis ve bu yolla tutuklanmis
hiicrenin en az 10 defa biosorpsiyon-desorbsiyon yapabildigi bildirilmistir [Blanco

ve ark., 1999].
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Gardea-Torresdey ve ark. (1998), Symechococcus sp. PCC 7942 izolatinin
tutuklanmis hiicrelerinin bakir, kursun, nikel, kadmiyum ve kromun biyosorpsiyon

oraninin, kuru hiicrelere nazaran daha fazla oldugunu tespit etmiglerdir.

2.3.7 Tutuklama mekanizmalari

Mikroorganizmalarda tutuklanma mekanizmalar1 ‘pasif” ve ‘aktif’ olmak iizere iki

gruba ayrilmaktadir.

Pasif Tutuklanma

Bir¢ok mikroorganizma bir yiizeye tutunma egilimine sahip olup, tutundugu yiizeyde
gelismektedir. Bu olaydan yola c¢ikarak dogal ve sentetik tutunma yiizeyleri
kullanilarak mikroorganizmalar tutuklanabilmektedir. Pasif tutuklamada en c¢ok
kullanilan dogal tutuklama ajam1 Luffa cylindrica adli bir silingerdir.
Mikroorganizmalar 6zellikle de mikroalgler bu siingerin lifleri icersine yerleserek
yasamini devam ettirmektedir. Bu sekilde hiicreler diisiik maliyetle tutuklanarak
uzun siireli kullanilabilmektedir [Morreno-Garrido, 2008]. Akhtar ve ark. (2004), bu
siingeri tutuklama ajan1 olarak kullanarak bir mikroalg olan Chlorella
sorokiniana’nin Ni(II) giderimini incelemisler. Tutuklanmis hiicrelerin 20 dak
icersinde serbest hiicrelerden % 25 daha fazla Ni(Il) tutugu tespit edilmistir [Akhtar
ve ark., 2004].

Pasif tutuklanmada sentetik materyallerde kullanilmaktadir. Urrutia ve ark. (1995),
Scenedesmus obliquus’un hiicrelerini polivinil ve poliliretan yiizeyinde tutuklayarak
sudan nitratin giderimini incelemisler ve aktif olarak tutuklanan hiicrelerle mukayese
etmislerdir. Sonug olarak pasif olarak tutuklanan hiicrelerinin aktif olarak tutuklanan
hiicrelerden canliligini daha uzun siire korudugu rapor edilmistir [Urrutia ve ark.,

1995].
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Aktif Tutuklanma

Aktif tutuklanma birlestirme ajani, kimyasal baglanma ve jele hapsetme olmak tizere

tic sekilde yapilabilmektedir.

Birlestirme Ajani ile Tutuklanma

Bu tutuklanma sisteminde bir ortamdan mikroorganizmalarin Gzellikle de
mikroalglerin ayrilmasi veya toplanmasi isteniyorsa santrifiij gibi pahali yontemler
yerine ¢esitli dogal matriksler kullanilmaktadir. Citosan lineer yapida amino-
polisakkarit olup B-D-glucosamine igermektedir. Kitinin (krustaselerin dis iskeleti)
deasetilasyonu ile elde edilmektedir. Pozitif yilikli amino gruplar igeren bu
polisakkarit negatif yiiklii partikiilleri ve mikroorganizmalar1 adsorplayabilmektedir
[Morreno-Garrido, 2008]. Ancak doygunluga ulastiktan sonra bu sistem stabil
olmayip, tutuklanan hiicreler uzun stireli canliliklarin1 devam ettirememektedirler

[Moreira ve ark., 2006].

Kimyasal Baglanma ile Tutuklanma

Kimyasal baglanma ile tutuklanma 0Ozellikle canli hiicrelerin tutuklanmasinda
kovalent baglanmadan dolay1 hiicre ylizeyinde deformasyonlar meydana getirdigi
icin ¢ok tercih edilmemektedir. Ayrica iyon degisimi yiiziinden ortamin pH’si
devamli degisir ve buna bagl olarak sogurulan yiiksek 151k fotosentez yapan
mikroorganizmalar zarar vermektedir [Codd, 1987]. Bu nedenle bu tutuklanma
sistemi daha c¢ok cansiz mikroorganizmalar i¢in uygundur. Seki ve Suzuki (2002),
mikroalglerden Heterosigma akashiwo’nin cansiz hiicrelerini bu yontemle

tutuklayarak Pb ce Cd giderimini incelemislerdir [Seki ve Suzuki, 2002].

Jele Hapsetme ile Tutuklanma

Mikroorganizmalarin tutuklanmasinda en ¢ok kullanilan yontem jele hapsetme

yontemidir. Bu tutuklanma yonteminde sentetik polimerler (akrilamit ve poliiiretan),
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proteinler (jelatin, kollojen ve yumurta aki) ve dogal polisakkaritler (agar ve aljinat)
gibi bircok ajan kullanilmaktadir [Morreno-Garrido, 2008]. Bircok arastirmaci
sentetik polimerlerin kimyasal yapilar1 yiiziinden canli hiicrelerden ¢ok cansiz
hiicrelerin tutuklanmasinda kullanilmalarinin daha uygun oldugunu rapor etmislerdir.
Kubal ve D’Souza (2004), protein ile tutuklanmis canli mikroalglerde ¢apraz baglar
olustugu icin canliligin uzun siireli korunamadigindan, cansiz hiicreler i¢in daha

uygun oldugunu bildirmiglerdir [Kubal ve D’Souza, 2004].

Sikca kullanilan yontemlerden biri de karraginan, agar ve aljinat gibi dogal
polisakkaritler kullanarak tutuklamaktir. Karraginan kirmizi alglerden elde dilen
sekonder metabolit olup, 3-linked-B-D-galactopyranose ve 4-linked-a-D-
galactopiranose’dan meydana gelmektedir. Ozellikle k-karraginan ile tutuklanmis
mikroorganizmalarin uzun yillar canliligin1 korudugu bildirilmektedir. Agar ise yine
kirmizi alglerden elde edilen siilfatlanmis galaktan yapisinda olup, (1-3)-linked-p-D-
galactopyranosyl ve 3,6-anhydro-o-D-galactopyranosyl birimlerinden olusmaktadir.
Diger bir hapsederek tutuklanma ajan1 da aljinattir. Aljinat Laminaria cinsine ait
kahverengi alglerden elde edilmektedir. Aljinat ile tutuklamanin bir¢ok avantaji
bulunmaktadir. Hiicreler tutuklanma islemi sirasinda olusan ekstrem fiziksel ve
kimyasal sartlardan etkilenmemektedir. Hiicre i¢in herhangi bir toksik etki
gostermemektedir. Gegirgenligi yliksek olan bu matriks ayn1 zamanda hiicrelerin dis
etkenlerden korunmasini saglamaktadir. Moreno-Garrido ve ark. (2005), 11 deniz
mikroalgi ile yaptiklar1 calismada aljinatla tutuklanmis hiicrelerin = gelisim
peryotlarini incelemisler ve serbest hiicrelere oranla tutuklanmis hiicrelerin klorofil-a
miktarlarinda artis oldugunu tespit etmislerdir. Dolayis1 ile aljinat hiicrelerin

korunmasinda oldugu kadar gelismesinde de etkin olmaktadir.

2.4. Siyanobakteriler

Bugiine kadar cesitli arastiricilar tarafindan, degisik adlarla anilan Siyanobakteriler,
Archaebacteria ile Dbirlikte prokaryotlart olusturan Eubacteria  grubunda

siniflandirilmistir. Onceleri mavi-yesil algler, mavi-yesil bakteriler ve Cyanophyta
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olarak isimlendirilen bu canlilar i¢in son yillarda siyanobakter adi onerilmistir. Su
anda ise Cyanophyta ile siyanobakter, bu mikroorganizmalar i¢in es anlamli isimler

olarak kullanilmaktadir [Van den Hoek, 1997].

Siyanobakter en kapsamli ve degisken dagilim gosteren fotosentetik prokaryot canli
grubudur. Bu organizmalarin bir¢ogu, organik karbon ve enerji kaynaginin
bulundugu karanlik ortamlarda gelisemeyen zorunlu fototrofturlar. Boyle bir ortamda
gelisebilse dahi, aydinliktaki gelisme oranindan ¢ok daha diislik bir gelisme gosterir.
O da ancak periyodik karanlikta gerceklesir [Stanier ve ark.,1976; Stal, 1997].

Siyanobakteriler diger bakterilerden, fotokimyasal iglemleri yiiriiten kromatoforlarin
varligi ile ayrilirlar. Bu canlilarda renk klorofil pigmentini Ortecek kadar
yogunluktaki  fikosiyanin  pigmentinden kaynaklanmaktadir. Ayrica bazi
siyanobakteriler kirmizi pigment igerdiklerinden dolayr kirmizimtrak veya erguvan
da goriinebilir. Hiicrede depo edilen fotosentetik iiriin hayvanlardakine benzer bir
polisakkarit olan glikojendir [Ball ve Morell, 2003]. Siyanobakterilerin diger 6nemli
ozelligi de, oksijen iiretimiyle sonug¢lanan fotosentez islemini yiiriitebilme
kabiliyetine sahip tek prokaryot fototrof organizma olmalaridir [Ting ve ark., 2002].
Ipliksi siyanobakteriler fonksiyonel olarak degisiklige ugramus heterosist adinda
hiicreler vasitasi ile havadaki serbest azotu alabilmektedirler. Havada bulunan serbest
azotun almimu ile de siyanobakter hiicreleri yiiksek miktarlarda H, liretmektedirler

[Baptista ve Vasconcelos, 2006].

2.4.1. Siyanobakterilerin tarihcesi ve siniflandirilmasi

Siyanobakterilerin diinyadaki mevcudiyeti 2 milyar yildan daha fazla oldugu
diisiiniilmektedir [Riccardi ve ark., 1989]. Bu canlilar yaklasik olarak 150 yil kadar
bir siire alglerin 6zel bir grubu olarak mavi-yesil algler kavramiyla incelenmistir.
Dolayistyla siniflandirilmalar da fikologlar tarafindan gerceklestirilmistir. Bu grup
canlilar gosterdikleri degisik Ozellikleri geregi giiniimiize kadar bilim adamlar

tarafindan farkli adlarla anilmgtir. Ornegin:
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Wallreth taratindan Myxophyceae; 1833’te
Robenhorst tarafindan Phycochromophyceae; 1863’te
Sachs tarafindan Cyanophyceae; 1874°te

Cohn tarafindan Schizophyceae; 1879’da

S6z konusu isimler, uzun silire degisik arastiricilar tarafindan birbirinin sinonimi
olarak kullanilmistir. Nitekim Cyanophyceae’nin giinlimiizde dahi botanikgiler
tarafindan kullanildig1 goriilmektedir [Rippka ve ark., 1979]. Ancak yapilan
molekiiler analizler sonucunda siyanobakterilerin prokaryotlardan Gram(-) bakteri

grubu icersinde oldugu tespit edilmistir [Madigan ve ark., 2008] (Sekil 2.3).

Bacteria Archaea Eukarya
Green
Filamentous Slime
Spirochetes bacteria Entamoebae molds Animals .
il Methanosarcina Fungi
positives| pjathanobacterium Halophiles
Proteobacteria Plants
Methanococcus
Cyanobacteria -
Ciliates

Planctomyces
Flagellates

Bacteroides

Cytophaga Trichomonads

Microsporidia

Thermotoga
Diplomonads
Aquifex

Sekil 2.3. Siyanobakterilerin evrimsel soy agacindaki yeri [Madigan ve ark., 2008]

Diger prokarotlarin tanimlanmalarinda kullanilan biyokimsayasal testler ve fizyolojik
Ozellikler siyanobakterlerin tanimlanmalarinda kullanilamamaktadir. Bu nedenle
tanimlama cok basit diizeyde morfolojik degisikliklere gore yapilmaktadir. Ancak
siyanobakteriler ¢evre sartlarindan etkilenerek morfolojisinde degisiklikler meydana

getirebilmektedir. Dogal ortamindan alinan siyanobakter hiicreleri laboratuar
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ortaminda besiyerine inokiile edildigi zaman dahi bir¢ok morfolojik degisikliklere
ugramaktadir. Bu nedenle siyanobakterilerin sadece morfolojilerine gore

tanimlanmalar1 sistematik agidan dogru bulunmamaktadir [Neilan, 2002].

Canlilarin, o6zellikle de prokaryotlarin tanimlanmalarinda kullanilan en 6nemli
yontem, molekiiler olarak 16S rRNA’larinin ¢ikarilarak birbirine yakin gruplarin gen
sekanslarinin mukayesesi prensibine dayanmaktadir. Siyanobakterilerin molekiiler
diizeyde tanimlanmalar istenilen hedef gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi, hassasiyeti ve
daha c¢abuk sonu¢ almak agisindan birgok avantaj saglamaktadir [Ouellette ve

Wilhelm, 2003].

2.4.2. Siyanobakterilerin teshisi ve teshisinde kullanilan yontemler

Siyanobakterilerin teshisleri iki sekilde yapilmaktadir. Birincisi morfolojik
karakterleri ve bdliinme fizyolojilerine gore digeri ise 16S rRNA’larina gore

tanimlamadir [Castenholz, 2001].

Morfolojik tanimlamada Siyanobakter ordolari hiicrelerin ipliksi veya tek hiicreli
olmalari, koloni olusturmalari, ipliksi tiirlerin dallanmalarina veya tek diizlemde
biiylimelerine, ¢oklu veya ikili boliinmelerine, hiicre boliinmesinin tek veya cok
diizlemde olmasina gore ayrilmaktadir. Cinslerin tanimlanmasinda ise daha kapsamli
ve detayl karakterler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; deniz veya tatlisularda
yasamalari, hiicre biiyiikliikleri, plazma membraninda tilakoitlerin bulunmasi,
hiicrelerin dairesel veya ¢ubuk seklinde olmasi, iireme fizyolojileri (ikiye boliinme,
coklu boliinme, simetrik boliinme asimetrik bolinme, tek diizlemde ve c¢oklu
diizlemde bdliinme), musilaj kilifin bulunmas1’dir. Ornegin Chroococcales ordosuna
ait Synechocystis cinsinin teshisinde kullanilan morfolojik karakterler; tilakoidler
tizerinde fikobiliproteinlerin ve fikobilizomlarin bulunmasi, hiicrelerin iki diizlemde
simetrik ve ¢oga boliinmesi, hiicre sekillerinin dairesel olmasi, hiicre ¢capinin 2-6 um
olmasi, hiicrelerin birbirine yapisik ¢ift veya tekli bulunmalar1 ve gaz vezikiillerinin

bulunmamas1’dir.
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Cok wuzun siiredir ve halen giinlimiizde bircok arastiric1 siyanobakterilerin
teshislerinde morfolojik karakterler kullanmaktadirlar [Baker ve ark., 2001]. Ancak,
cok sayida farkli tiirlerin ortaya c¢ikmasi ve saymin giderek artmasi, morfolojik
yapinin degisken olmasit ve 1sik, sicaklik ve pH degisimlerinden ¢ok ¢abuk
etkilenmesi, dogal ortamindan laboratuar ortamina gecerken dahi morfolojisinin
degismesinden dolay1 sadece morfolojik tanimlama yeterli degildir. Komarek (1994),
morfolojik tamimlama yapan arastiricilarin - yaptiklari  tanima  tamamuyla
giivenmelerinin yanlis oldugunu, hatta bircok kiiltiir koleksiyonunda hatali
tanimlanan 6rneklerin bulundugunu bildirmistir [Komarek, 2001]. Bu nedenle daha
dogru sonuclar elde etmek icin molekiiler tanimlama yapilmasi gerekmektedir

[Castenholz, 2001; Matsunaga ve ark., 2001].

Siyanobakterilerin ~ tanimlanmalarinda 16S rRNA veya DNA c¢ok sik
kullanilmaktadir. Ayrica 6zel genlerin sekansi ile de tanimlama yapilmaktadir.
Hiicrede ¢ok bulunmasi ve mutasyonlara kars1 daha korunakli olmasindan dolay1 16S
rRNA genleri tanimlama ve filogeninin olusturulmasi agisindan 6nem tasimaktadir
[Neilan, 2002]. Neilan (2002), sadece siyanobakterler degil biitiin prokaryotlarin
molekiiler tanimlanmalarinin yapilmasi1 gerektigini, aksi taktirde hatali tanimlanmis
mikroorganizmalarin patojenite, biyoteknoloji ve birbiri ile baglantili bilimin diger

alanlarinda tehlike olusturacagini rapor etmistir [Neilan, 2002].

Son yillarda “The biology of blue green algae”, “The biology of Cyanobacteria” ve
“The blue green algae” gibi kitaplarin yayinlanmasiyla, siyanobakterilerin bir¢ok
ozellikleri aydinliga kavusmustur. Molekiiler yoOntemlere goére tanimlanan

siyanobakter filumuna ait 5 takim bulunmaktadir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Siyanobakter filumuna ait takimlar ve baslica cinsler [Bone ve

Castenholz, 2001].

Chrococcales Pleurocapsales Oscillatoriales Nostocales Stigonematales
Chamaesiphon Cyanocystis Arthrospira Anabaena Chlorogloeopsis
Chroococcus Dermocarpella Borzia Anabaenopsis Fischerella
Cyanobacterium Stanieria Crinalium Aphanizomenon Geitleria
Cyanobium Xenococcus Geitlerinema Cyanospira Iyengariella
Cyanothece Chroococcidiopsis  Leptolyngbya Cylindrospermopsis  Nostochopsis
Dactylococcopsis ~ Myxosarcina Limnothrix Cylindrospermum Stigonema
Gloeobacter Pleurocapsa Lyngbya Nodularia
Gloeocapsa Microcoleus Nostoc
Gloeothece Oscillatoria Scytonema
Microcystis Planktothrix Calothrix
Prochlorococcus Prochlorothrix Rivularia
Prochloron Pseudanabaena  Tolypothrix
Synechococcus Spirulina
Synechocystis Starria

Symploca

Trichodesmium

Tychonema

2.5. Siyanobakterlerin Genel Ozellikleri

2.5.1. Habitat

Siyanobakteriler, tuzlu su, tatlh su ve toprak gibi gelisebilmeleri i¢in uygunluk

gosteren genis bir habitata sahiptirler. Nitrojen fikse edebilenleri ise, 6zellikle azotca

fakir tropik bolgelerin kombine nitrojenin sinirlt oldugu kisimlarinda, bol miktarda

bulunmaktadirlar. Siyanobakter tiirleri notr ve alkali ortamlarda bulunurlar (pH 6,5—

9,0). Bunlarin gerek duydugu sicaklik derecesi farkli (20-30 °C arasi) olsa da

Thermococcus spp. gibi bazi tek hiicreli tiirleri 70 °C’nin {izerinde dahi

gelisebilmektedir.
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Siyanobakter iiyeleri ¢evre kosullarina ¢ok dayanikli olup, hemen hemen biitiin

akuatik ve kuru ¢evrelerde bulunabilmektedir [Prescot, 1990].

2.5.2. Morfolojisi

Siyanobakteriler kendi aralarinda beslenme ve metabolizma olarak herhangi farklilik

gostermeseler de hiicre yapis1 bakimindan tek hiicreli (Resim 2.2) ve ipliksi (Resim

2.3) gibi belli farkliliklar gostermektedir [Stanier ve ark., 1976].

Resim 2.2. Tek hiicreli siyanobakter (Chroococcus turgidus) (http2)

Resim 2.3. Ipliksi siyanobakter (Oscillatoria sp.) (http3)
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Siyanobakterilerdeki en ©onemli morfolojik olarak tanimlayici1 faktorlerden biri
icerdikleri pigmentlerdir [Prescot, 1968]. Fikoeritrin (kirmizi pigment) icermelerine
ragmen renklerini fikosiyanin ve allofikosiyaninden almaktadirlar. Su ana kadar
incelenen tiim siyanobakter tiirlerinde klorofil a (klorofil b yoktur), fikosiyanin (r-c),
fikoeritrin C, PB-karotenler gibi pigmentlerin varligi saptanmistir [Van den Hoek,
1997]. Bu pigmentlerin  kompozisyonundaki  farkliliklar, s6z konusu
mikroorganizmalarin sarimsi, yesil (zeytinyagi rengine benzer), gri-yesil, sari-
kahverengi ve mor (erguvan) gibi renkler sergilemelerine neden olmaktadir [Prescot,

1990].

Fikosiyanin, fikoeritrin ve allofikosiyaninin ayni bilesikler oldugundan, toplu olarak
Fikobiliprotein adi ile anilmaktadir. Ancak kromatoforlarina Fikobilin denilmektedir.
S6z konusu pigmentler arasinda fikosiyanin en fazlasi oldugundan, morfolojik olarak

yesil veya mavi-yesil renkte goriinmektedirler [Van den Hoek, 1997].

Bu mikroorganizmalarin 1-10 pm ¢apindaki tek hiicreli bir morfoloji gosterdigi gibi
degisik morfolojileri de bulunmaktadir. Ayn1 zamanda trikom adi1 verilen filamentler
de olusturabilmektedirler. Cogunlugunun fikosiyaninden dolayr mavi-yesil goriniim
vermesine ragmen Haematococcus gibi bazi cinslere ait bireylerin de fikoeritrinden
dolay1 kirmiz1 ve kahverengi goriindiigii de belirtilmistir [Prescot, 1968]. Bazen de
yalanci vakuollerin 15181 kirma o6zelliginden dolayr mikroskop altinda mor,

kahverengi ve hatta siyah goriinmektedir [Prescot, 1990].

2.5.3. Sitoplazma

Hiicrenin sitoplazmik bolgesinde ilk géze ¢arpan unsurlardan biri degisik pigmentleri
icinde bulunduran, Prochlorophyta ve bir¢ok Okaryot alglerin tersine tek ve esit
uzakliklardaki tilakoitlerdir [Van den Hoek, 1997]. Sitoplazmay1 saran zar1t mevcut
olabildigi gibi, baz1 durumlarda rastlanmayabilir. Sitoplazma ayni zamanda
kromoplazma ve sentroplazma roliinii de oynamaktadir. Bu canlilarda bilinen

kromoplazmanin bir ag i¢inde olustugu bilinmektedir. Sentroplazmada az miktarda
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pigment mevcut olsa da, cogunlukla niiklear graniilleri igermekte olup, ancak
cekirdek zar1 ve c¢ekirdekgikle donanmis diizenli bir c¢ekirdek bulunmamaktadir.
Niiklear materyal gevsek bir retikulumda diizenlenen DNA ve RNA’y1 kapsayan

fibrillerden olugsmaktadir.

Bunlarda gergek vakuol mevcut olmayip, yalanci vakuollar gelismektedir.
Dolayisiyla bu vakuollar sayesinde hareket kabiliyetini kazanmaktadirlar [Prescot,
1968]. DNA hiicre merkezinde herhangi bir ¢ekirdek zari ile ¢evrili bulunmaksizin
sitoplazmada serbest bicimde bulunmaktadir. Boylece tilakoitler de kloroplastlarda
bulunacagina  sitoplazmada  serbest olarak  bulunmaktadir  (fotosentetik
prokaryotlarda). Ayni zamanda tiim Okaryot bitkilerde fotosentez pigmentleri
kloroplastlarda bulunurken, siyanobakterilerde ise ¢ogunlukla protoplastin dis
kisminda yerlesmislerdir. Bu renkli protoplazma kromatoplazma olarak
adlandirilmaktadir. Elektron mikroskop ¢alismalari, kromatoplazmanin sitoplazmada
serbest bulunan ve c¢ogu tiirlerde hiicre yiizeyine paralel olarak taninan tilakoitleri
icerdigini gostermektedir. Tilakoitlerin membrani1 ¢oziilebilen fotosentetik yag,
klorofil a ve karotenoitleri, suda ¢oziilebilen fikobiliproteinin ise tilakoitlerin dis
ylizeyinde yapisik halde bulunan kiiclik cisimcikler igerisinde bulunduklari

bilinmektedir [Van den Hoek, 1997].

Siyanobakteriler ¢ekirdek sekli agisindan etrafinin belirgin bir membranla ¢evrili
olmamasi ve fotosentez isleminin diger yiiksek bitkilerde oldugu gibi kloroplastlarda

gerceklesmemesiyle bakterilere benzerlik gostermektedirler [Cooley ve ark., 2000].

2.5.4. Hiicre duvari

Genel itibariyla hiicre yapisina bakildiginda, hiicrenin i¢ kisminin peptidoglikan
kismindan olusan, ¢ok katli sert bir duvarla ¢evrili oldugu bildirilmistir. Bu duvar
ayni zamanda jelatinimsi bir kilifla da cevrili olabilmektedir. Hiicre duvari gram
reaksiyonu agisindan negatiftir [Prescot, 1990]. Hiicre duvar1 esasen ii¢ katmandan

olusmaktadir. Igeriden disariya dogru, en icteki ince seliiloz, ortadaki peptik ve son
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tabaka ise yapiskan bir katman olan miisilajdan olusmaktadir. Elektron mikroskop
calismalar1 sonucu olarak i¢ katmanin da ii¢ ayr tabakadan olustugu
diistiniilmektedir. Hiicre duvarinin yiiksek derecede miisilaj tasima 6zelligi
karakterizasyonunda kolaylik saglayip, bunlara Myxophyceae (miisilajh algler) adini
kazandirmistir. Ancak koloni seklinde bulunduklari zaman, koloni etrafi jelatinimsi

kilifla gevrili olabilmektedir [Prescot, 1968].

Baz1 siyanobakter liyeleri sadece hiicre duvari ile sarilmig olmasma ragmen
(Oscillatoria), bazilar1 da hiicre duvarlarmin yani sira yapiskan bir kilifla da
cevrilmistir (Cyanothece ve Chroococcus). Siyanobakter ve diger Eubacteria’nin
hiicre duvar1 bakimindan benzerlikleri ancak lizozim enzimiyle par¢alanabilme

ozelligine dayanmaktadir [Van den Hoek, 1997].

2.5.5. Siyanobakter ekzopolisakkaritlerinin yapisi

Kuraklik, ultraviyole 1sinlar, tuzluluk, pH degisimleri ve agir metallere gibi stres
faktorlerine maruz kalan siyanobakter hiicreleri ekzopolisakkarit adi verilen mukoid
bir yap1 sentezlemektedir. Kimyasal komposizyonuna gore ekzopolisakkaritler
homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.
Homopolisakkaritler tek tip monosakkarit ihtiva ederken, heteropolisakkaritler
birden fazla monosakkarit igermektedirler [De Vuyst ve ark., 2001].
Siyanobakterilerin  ekzopolisakkaritleri genelde heteropolimer yapida olup
cogunlukla glikoz, galaktoz, mannoz, riboz, arabinoz, ksiloz, fukoz, ramnoz sekerleri
ile glukronik ve galaktronik seker asitlerinden olugmaktadir [De Philippis ve ark.,
2000; Moreno ve ark., 2000; Shah ve ark, 2000]. Siyanobakterilerde
ekzopolisakkaritler, hiicre duvarina baghh ve dis ortama salinan olmak iizere iki
sekilde bulunmaktadir. Hiicreler metale maruz kaldiklarinda, disar1 salinan EPS
birinci bariyer gorevi gorerek metalin biiyiik bir kismini tutmaktadir. Hiicre duvarina
bagli olan EPS ise ikinci bariyerdir ve geriye kalan metalin tutulmasinda gorev
almaktadir [Richert ve ark., 2005]. Siyanobakter ekzopolisakkaritlerinde yiiksek
miktarda karboksil grubu iceren wuronik asitler, fosfat ve purivil gruplar

bulunmaktadir [De Philippis ve ark., 2001]. EPS yapisinda bulunan bu fonksiyonel
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gruplar toksik agir metalleri tutarak hiicreye zarar vermesine engel olur. Son yillarda
arastiricilar  hiicre kullanmak yerine sadece ekzopolisakkaritler ile agir metal
giderimini arastirmaktadirlar. Raungsomboon ve ark. (2006), siyanobakterlerden
Gleocapsa gelatinosa’nin  EPS’sini ¢ikarak Pb(II) giderimini aragtirmiglar ve
monomer kompozisyonu ksiloz, arabinoz, riboz, ramnoz, galaktoz, glukoz, mannoz
ve fruktoz sekerlerinden olusan EPS yapisinin yiiksek miktarda Pb(Il)’yi tuttugunu

rapor etmiglerdir [Raungsomboon ve ark., 2006]

2.5.6. Hareket

Siyanobakteriler dikey bicimde hareket -ettiklerinden dolayi, ¢ogunlukla gaz
vakuollarin1 bu amaca y6nelik kullanirlar. Ancak filament tiirleri kayma hareketini
de gerceklestirebilmektedir. Denizde bulunan Synechococcus cinsinin pek c¢ok tiiri,
flagellalere sahip olmamasina ragmen bilinmeyen bir mekanizmayla saniyede 25

um’ye kadar hizla hareket edebilmektedirler [Prescot, 1990].

Cogu siyanobakteriler tek hiicreli veya filament olsun kayma tiirii hareket etme
yetenegine sahiptirler. Filamentler ileri veya geriye dogru 2-11 um s™' hareket ettigi
halde, tek hiicreliler diizensiz ve titresim bi¢iminde hareket etmeye meyillidirler.
Bunlar tipk: siimiikliibécekler gibi siiriinlirken arkalarinda yapiskan bir iz birakirlar.
Bu da s6zkonusu yapiskan maddenin, hiicre duvarindaki harekete neden olan porlarin
icerisinde gizli bulundugu diisiincesini ortaya koymaktadir. Ancak son teoriler ilgili
maddenin hareket ile direkt iligkisi olmadigin1 gostermektedir. Bunun yerine spiral
seklinde hiicre duvarmin murein tabakasinin hemen dis kismindaki birtakim
mikrofibrillerin harekete sebep oldugu belirtilmektedir. Nitekim elektron mikroskop

calismalar1 da mikrofibrillerin hareketten sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir.

Donme bi¢imindeki hareket tarzi sadece Oscillatoria’da gdzlenmekte olup, diger
tirler donmeksizin hareket etmektedirler. Hiicreler saglam ve uygun substratta

bulunmadik¢a hareket fonksiyonunu gergeklestiremezler. En uygun substrat ise
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camur olarak bilinmektedir. Siyanobakterilerin hareketinde 151k kaynagi biiyiik rol
oynar. Diger alglerde de oldugu gibi bunlar diisiik 1518a kars1 pozitif fototaksi (151k
kaynagina dogru hareket eder) ve yiiksek 1s18a karsi negatif fototaksi reaksiyonu

gostermektedir [Van den Hoek., 1997].

2.5.7. Siyanobakterilerde fotosentez ve azot fiksasyonu

Siyanobakteriler ototrof mikrorganizmalar olup, yiiksek organizasyonlu bitkilerde
oldugu gibi fotosistem-I ve fotosistem-II’yi birlikte kullanarak glikoz ve O, meydana
getirmektedirler. Sitoplazmanin etrafin1 saran tilakoid membranda klorofil-a,
karotenoid, fikosiyanin, allofikosiyanin ve fikoeritrin gibi fotosentetik pigmentler
bulunmaktadir. Isik bu pigmentler vasitasi ile sogurulur ve suyun bir elektron vererek

COy’1 indirgemesi ile fotosentez baslamaktadir [Whitton, 1992].

Atmosferde bol miktarda bulunmasma karsin azot N, halinde inaktif Ozellik
gostermektedir. Azotun biyolojik sistemlerde kullanilabilmesi i¢in amonyuma
doniismesi gerekmektedir. Biyolojik olarak indirgenme, multimerik enzim kompleksi
olan nitrogenaz vasitasi ile gerceklesmektedir. Nitrogenaz enzimi oksijen varliginda
etkisini kaybetmektedir. Oksijen stresine maruz kalan, azot fikse eden
mikroorganizmalar nitrogenaz enziminin inhibisyonu Onlemek adina c¢esitli
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmektedir. Azot fiske eden mikroorganizmalar
arasinda sadece siyanobakteriler fotosentez iiriinii olarak anaerobik enzim ile birlikte
oksijen iiretmektedirler [Adams, 2000; Gallon, 2001]. ipliksi siyanobakterilerde
bulunan diger hiicrelerden farklilasmis, kalin ¢eperli heterosistler hiicre igersine
oksijenin girisini engelleyerek nitogenaz enziminin c¢aligmasi i¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir. Symploca ve Lyngbya gibi ipliksi, Gloeothece ve Cyanothece gibi
tek hiicreli ve heterosist yapisi icermeyen siyanobakterilerde nitrogenaz enzimi biitiin
hiicrelerde bulunur ve azot fiksasyonu fotosentezin olmadigi zamanlarda yani

geceleri gerceklesmektedir [Kumazawa ve ark., 2001; Lundgren ve ark., 2001].
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2.5.8. Ureme

Diger prokaryotlarda nadiren rastlanan, tek hiicreli siyanobakter tiirlerinin karakterini
olusturan lireme bi¢imi ¢ok boliinmedir (multiple fission). Hiicre sekil olarak biiyiir
ve daha sonra ogul hiicrelerinin ana hiicre duvarinin kirilmasi sonucu dagilmasi ile
sonuc¢lanan hiicre boliinmesi gergeklesir. Ogul hiicre kisa bir siire hareketli olup,
gelismeye basladigi andan itibaren bu 6zelligini (hareketliligini) kaybeder. Tek
hiicreli siyanobakter hiicrelerinin diger bir boliinme sekli de ikiye boliinmedir (Resim

2.4).
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Resim 2.4. Chroococcus sp.’de boliinerek ¢ogalma [http5]

Bazi ipliksi siyanobakterilerde, ipligi meydana getiren hiicrelerden bir kisminin
6lmesi sonucunda, bakteriden birkag hiicreli parca ayrilmaktadir. Bu parcalar eseysiz

olarak tireyebilir. Bu ayrilan parcalara “hormogonyum” adi verilmektedir (Sekil 2.4).
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Hormogonyum

Sekil 2.4. Ipliksi siyanobakterilerde hormogonyum olusumu [http4]

Anabaena ve Nostoc cinslerinde fragmantasyon olarak adlandirilan bdoliinme

sekillerine de rastlamak miimkiindiir (Sekil 2.5).

/N
-

Sekil 2.5. Ipliksi siyanobakterilerde hormogonyum olusumu [http4]

Diger bakterilerde rastlanilan transformasyon ve konjugasyon gibi transfer
sekillerinin bu canlilarda da ger¢eklesebilecegi belirtilmistir [Van den Hoek., 1997].
Nitekim tek hiicreli siyanobakter olan Anacystis nidulans R, susunda amfisilin
antibiotigine direnglilik genin transformasyonu gerceklestirilmistir [Golden ve

Sherman, 1984].
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2.6. Siyanobakteriler ile Tlgili Molekiiler Calismalar

Genom biiyiikligii diger bakterilerle (1,0-3,6x10° Da) karsilastirldiginda
siyanobakterilerin genomu (1,6-8,6x10° Da) ¢ok daha biiyiiktiir. ilk fotosentetik
organizma olan Synechocystis 6803’tin 1996 yilinda genomunun tamami
cikarilmistir. 3,6 Mbp genoma sahip bu canlilarda 7 adet plazmid DNA’ya
rastlanmistir. 490’1 plazmid, 3264’1 kromozomal olan toplam 3754 geni ve 3569
proteini bulunmaktadir [Kaneko ve ark., 1996].

Biyoteknolojik agidan onemli olan siyanobakteriler ile ilgili tanimlamada, toksin
veya diger metabolitlerden sorumlu genlerin belirlenmesinde, plazmidlerin
fonksiyonlarinin belirlenmesi gibi bircok molekiiler caligmalar yapilmaktadir.
Ornegin Orchard ve ark. (2003), Trichodesmium sp. izolatlarmin fosforu regiile eden
genleri ile yaptiklar1 ¢alismada, bu genlerin karbon ve azot fiksasyonunda da 6nemli
gorevleri oldugunu rapor etmislerdir [Orchard ve ark., 2003]. Yine Anabaena
varialis ile yapilan bir ¢alismada azot fiksasyonunda énemli gorevi olan, nitrogenaz
enzimini kodlayan nif genlerinin karakterizasyonu yapilmistir [Lyons ve Thiel,
1995]. Burns ve ark. (2004) Microcystis, Nodularia ve Cylindrospermopsis cinsleri

ile yaptiklar1 ¢galismada toksin tiretiminden sorumlu genleri tanimlamiglardir.

Ozellikle son 10 yildir rekombinant siyanobakter suslari elde etmeye ydnelik
calismalar hiz kazanmustir. Suziki ve ark. (1996), Alcaligenes eutrophus’un
polyhidroksibiitirat (PHB) {iretimi ile ilgili genlerini Synechococcus sp. PCC 7942
izolatina aktararak bu izolatta PHB iiretimini saglamislardir [Suziki ve ark., 1996].
Sudesh ve ark. (2001), polihidroksialkonat (PHA) iiretimi diisiik olan Synechocystis
sp. izolatina, PHA iiretimi yiiksek olan Ralstonia eutropha’nin PHA {ireten genlerini
aktararak, bakteriler agisindan zengin bir karbon kaynagi olan bu maddenin iiretimini
arttirmiglardir [Sudesh ve ark., 2001]. Takahama ve ark. (2003), Synechococcus
elongatus’a Pseudomonas syringae’den etilen {retimini saglayan efe genlerini
aktararak biyoteknolojik ac¢idan O6nemli yeni bir rekombinant izolat meydana

getirmislerdir [Takahama ve ark., 2003].
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2.7. Siyanobakterilerin Urettigi Metabolitler ve Biyoteknolojide Kullanim

Alanlan

Prokaryotik genom ve organizasyona sahip olmalari, yiliksek organizasyonlu bitkiler
gibi fotosentez yapabilmeleri, kontaminasyon riskinin diger bakterilere gore daha az
olmasi, genis spektrumlu antibakteriyal, antifungal ve antiviral aktiviteye sahip
olmalari, agir metaller ve herbisitler gibi bazi toksik maddelere ve stres sartlarina
direncli olmalar1 nedeniyle siyanobakteriler biyoteknoloji ¢alismalarinda en ¢ok

tercih edilen mikroorganizmalardir.

Son yillarda Siyanobakterilerin {irettigi metabolitlere ilgi artmistir. Bazi firmalar bu
canlilarin ¢esitli sekillerde iirlin haline getirip ticari olarak satiga sunmaktadir.
Spirulina yaklasik 70 tilkede insanlar tarafindan gida olarak tiiketilmektedir [Cox ve
ark., 2005]. Birgok Siyanobakter en az soya fasiilyesi kadar protein ihtiva etmektedir.
Siyanobakteriler ayn1 zamanda yiiksek miktarlarda vitamin iiretmektedirler. Ozellikle
Spirulina B, vitaminince zengin olup ayni zamanda provitamin A, E vitamini,
tiyamin, kobalamin, biyotin ve inozitol iretebilmektedir. Bir¢ok {ilkede
siyanobakteriler makarna, margarin, yogurt, peynir gibi gidalara direkt olarak

katilmaktadir [Pulz ve Gross, 2004].

Siyanobakter metabolitleri biyoteknoloji, tip ve eczacilik endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Birgok arastirici siyanobakterilerin  biyolojik aktivitesinde
antikanser 6zelliginin oldugunu rapor etmiglerdir. Su ana kadar bu canlilardan elde
edilen en 6nemli antitiimor 6zellikteki madde kriptofisin Trimurtulu ve ark. (1994)
tarafindan tanimlanmistir [Trimurtulu ve ark., 1994]. Diger bir antikanser bilesen
Dolastatin ise siyanobakterlerin Lyngbya ve Symploca cinsinden elde edilmistir
[Luesch ve ark., 2002]. Dolastatin analoglari, klinik denemelerde gogiis ve karaciger
kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Siyanobakterilere mavi rengini veren C-
fikosiyanin pigmenti yiiksek miktarda fikobiliproteinden meydana gelmistir ve bu
proteinin potansiyel bir kemoterapik ajan oldugu bilinmektedir. Yapilan

arastirmalarda C-fikosiyanin’in apoptotik tlimor hiicrelerini  6ldiirdigli rapor
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edilmistir [Pardhasaradhi ve ark., 2003, Subhashini ve ark., 2004]. Fikosiyanin
pigmentinin ayn1 zamanda antioksidan, anti-inflamatuar ve sinir hiicrelerini koruyucu

ozellikleri de bulunmaktadir [Hirata ve ark., 2000; Romay ve ark., 2003].

Bir¢ok arastirict1  siyanobakterilerin  antibiyotik  6zelliklerinin ~ oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan arastirmalara gore bu canlilar yag asitleri, bromfenoller,
peptidler, poliketidler, polisakkaritler ve alkoller gibi antibiyotik 6zellikteki
bilesikler ihtiva etmektedirler [Skulberg, 2000]. Pulz ve Gross (2004), Spirulina’nin
insan sindirim sisteminde bulunan Lactobacillus’larin gelismesini arttirdigini tespit
etmisler ve bu canlilarin gida olarak tiiketiminin sindirim sisteminin diizenlenmesi
acisindan  avantaj saglayacagmi belirtmislerdir [Pulz ve Gross, 2004].
Siyanobakterilerin iirettikleri siilfatli homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritlerin
HIV ve Herpes simplex gibi retroviriisler iizerinde antiviral etkisinin oldugu rapor
edilmistir [Schaeffer ve Krylov, 2000]. Baska bir ¢alismada ise Microcystis sp.’nin
metanolik ekstraktinin influanza virlisiine karst etkili oldugu tespit edilmistir
[Zainudin ve ark., 2002]. Sig¢anlarla yapilan bir ¢aligmada, kolesterol hastasi olan
siganlar diizenli olarak siyanobakter tozlar1 ile beslendiginde serumlarindaki
kolesteroliin diistiigli tespit edilmistir [Shibata ve ark., 2001]. Nostoc 78-12A’dan
elde edilen nostokarbolinin potansiyel bir biitirilkolinesteraz inhibitorii oldugu tespit
edilmistir [Becher ve ark., 2005]. Biitilesteraz inhibitorii alzhaymer hastaliginin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu nedenle nostokarbolinin bu hastaligin tedavisinde

kullanilmasi olasidir.

Siyanobakterilerin  {rettikleri diger bir metabolit de ekzopolimerlerdir.
Ekzopolimerler olumsuz ¢evre sartlarina direng saglayarak ortamda bulunan agir
metaller gibi toksik inorganik metalleri toplama 6zelligine sahiptir. Mikrobiyal
polisakkaritler ozellikle endiistride ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida
endiistrisinde kivam arttiric1 ve jellestirici ajan olarak kullanilirken (Gandhi ve ark.,
1997), eczacilikta ise bazi asilarin gelistirilmesinde, anti-HIV ajan1 ve bagisiklik

sistemini diizenleyici olarak kullanilmaktadir (Shah ve ark., 2000).
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Biitiin bu 6zelliklerin yam sira bir¢ok siyanobakter ¢evre ve canlilar agisindan risk
olusturan toksinler iiretmektedirler. Tatlisularda kirliligin artmasi ile birlikte toksin
lireten siyanobakterlerde de artis gozlenmektedir. Yaklasik 56 Siyanobakter
cinsinden 13 tanesi, hiicre duvarindan sentezlenen hepatoksin (mikrosistin, nodularin
ve silindrospermopsin) ve norotoksin (anatoksin-a, anatoksin-a(s) ve saksitoksin)
olmak iizere iki ¢esit toksin bulunmaktadir [Harada, 2004]. Mikroalglerden toksin
tireten cinsler Microcystis spp., Planktothrix spp., Oscillatoria spp., Nostoc spp.,
Anabaena spp., Anabaenopsis spp., Hapalosiphon spp., Nodularia spp.,
Aphanizomenon spp., Cylindrospermum spp., Lyngbya spp., Cylindrospermopsis
spp., Planktothrix spp., Synechococcus spp., Gloeotrichia spp., Schizothrix spp.,
Synechocystis spp.’dir [Sivonen ve Jones, 1999].

2.8. Siyanobakteriler ile Agir Metal Giderimi

Diinyanin en biiylikk primer {ireticileri olan siyanobakteriler c¢ok Onemli
biyomateryaller iiretebilme yetenegine sahip olsalar da arastiricilar tarafindan en ¢ok
ilgi ceken oOzellikleri agir metal giderimidir. Fungus, maya ve diger bakterilerle
karsilastirildiginda siyanobakteriler, hiicre duvar yapisinda ihtiva ettikleri 6zel
polimerlerden  dolay1 metal baglama kapasitesi ~daha yiiksek olan
mikroorganizmalardir [Tiiziin ve ark., 2005]. Agir metal gideriminde en c¢ok
kullanilan siyanobakteriler, Synechococcus spp., Aphanoteche spp., Microcystis spp.,
Gleothece spp., Oscillatoria spp., Anabaena spp., Lyngbya spp., Phormidium spp.,
Nostoc spp., Spirulina spp.’dir [Roane, 1994].

Siyanobakterilerin hiicre ylizeylerinde polisakkaritler ve proteinler gibi agir
metallerin baglanmasina yarayan cesitli bolgeler bulunmaktadir. Bu fonksiyonel
gruplara, hiicre duvarindaki polisakkarit ve proteinlere bagli olarak bulunan anyonik
karboksil, hidroksil, karbonil, siilfat, fosfat, tiyol, thioeter, amin, imin, amid,
imidazol ve fosfodiester gruplarini 6rnek olarak verebiliriz [Crist ve ark., 1994; Crist
ve ark., 1999; Ting ve ark., 2002]. Chlamydomonas reinhardtii ile yapilan bir

calismada lyofilize biyomas ile kadmiyumun hiicre yilizeyine tutunmasi arastirilmas,
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FITR spektra sonuglarina goére Cd(II) baglanmasinin karboksilik fonksiyonel gruplar
vasitast ile ilgili oldugu belirlenmistir [Adhiya ve ark., 2002].

Siyanobakteriler, cesitli olumsuz c¢evresel rejimlere karsi savunma mekanizmast
olarak, biyosorpsiyon kapasitesini de olumlu yonde etkileyen, EPS (eksopolisakkarit)
iiretmektedirler [Reddy ve ark. 1996; Singh ve ark. 1999]. Urettikleri
eksopolisakkarit yap1 suda ¢oziinebilen bir karaktere sahip olup bir¢ok endiistri
alaninda ham madde olarak da kullanilmaktadir [De Philippis ve ark. 1998, 2000;
Nicolaus ve ark., 1999]. Agir metallere maruz kalan hiicreler EPS iiretimlerini

arttirarak, EPS’ye bagli fonksiyonel gruplar vasitasi ile metalleri baglamaktadirlar.

Metal gideriminde bir diger faktor de proteinlerdir. Hiicre membranindan metallerin
tasinmasini saglayan proteinlerin disinda hiicre igersinde ¢d6ziinebilir reseptor
proteinler de bulunmaktadir [O’Halloran ve Cullota, 2000]. Agir metallere maruz
kalan siyanobakter hiicreleri metal baglayict peptidler sentezlemektedirler. Bu
peptidler vakuollere yerleserek sitoplazma igersinde dagilarak, hiicre igersine giren
metalleri detoksifiye etmektedirler. Metal baglayici peptidler, metabolizma igin
gerekli metallerin  konsantrasyonlarint da diizenlemektedirler [Cobbett ve
Goldsbrough, 2002]. Ozellikle class II metallotiyoneinler siyanobakterilerde gok
yaygin olarak bulunmaktadir [Gaur ve Rai, 2001]. Ayrica siyanobakteriler agir metal
stresine karst GroEL stres proteinleri sentezleyerek class II metallotiyoneinler ile
birlikte agir metallere maruz kalan siyanobakterilerde hiicresel hasar1 azaltmaktadir.
Class II metallotiyoneinler sistein aminoasitince zengin olup siilfidril gruplari
icermektedirler. Metaller sistein aminoasitlerinde bulunan siilfidril gruplarina

tutunmaktadirlar [Ybarra ve Webb, 1999].

Siilfidril gruplarina ayn1 zamanda tiyol gruplart da denilmektedirler. Metallotiyonein,
fitogelatin ve protein yapist icermeyen glutatyonda bol miktarda tiyoller
bulunmaktadir. Yapilarina —SH gruplar iceren tiyoller toplam tiyol, proteine bagl
tiyol ve proteine bagli olmayan tiyoller olmak {izere {i¢ gruba ayrilmaktadirlar
[Cobbett ve Goldsbrough, 2002]. Hem proteine bagli hem de proteine bagli olmayan

tiyoller metal detoksifikasyonunda goérev almaktadirlar. Hiicreler metale maruz
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kaldiklarinda her iki tiyol grubunda da artis oldugu gdézlenmistir [Guimaraes-Soares

ve ark., 2007].

Mikroalgler ve siyanobakterilerin Cr(VI) ve Cd(II) giderimi ile ilgili bir c¢ok
arastirma yapilmis, sicaklik, pH, tuzluluk, ortamin aerobik veya anaerobik olmasi
gibi ¢esitli ¢cevresel faktdrlerin yani sira mikroorganizmanin tiirii de metal aliniminda

etkili oldugu rapor edilmistir [Goldberg, 2005] (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Baz1 mikroalglerin Cr(VI) ve Cd(II) alma kapasiteleri

Mikroorganizma Metal Kapasite | Kaynak

(mg/g)
Chlorella vulgaris Cr(VI) 23,60 Aksu ve Kutsal (1990)
Cladophora crispata Cr(VI) 30,40 Aksu ve ark. (1996)
Chlorella vulgaris Cr(VI) 23,00 Cetinkaya Donmez ve ark. (1999)
Scenedesmus obliquus Cr(VI) 15,60 Cetinkaya Donmez ve ark. (1999)
Synechocystis sp. Cr(VI) 19,20 Cetinkaya Donmez ve ark. (1999)
Dunaliella sp. Cr(VI) 58,30 Donmez ve Aksu (2002)
Chlorella vulgaris Cd(II) 85,30 Aksu (2001)
Gelidium algae Cddn) 18,00 Vilar ve ark. (2006)
Chlamydomonas reinhardtii Cd(II) 42,60 Tiiziin ve ark. (2005)
Spirulina platensis Cd(I) 98,04 Rangsayatorn ve ark. (2002)
Chlorella minutissima Cd(II) 11,10 Roy ve ark. (1993)
Caulerpa lentillifera Cd(II) 4,70 Pavasant ve ark. (2006)
Synechococcus sp. H1 Cd(I) 47,73 Saeed ve Igbal (2006)
Synechococcus sp. H1 (Tutuklanmis) Cd(I) 57,76 Saeed ve Igbal (2006)
Oscillatoria sp. H1 Cd(r) 27,50 Katircioglu ve ark. (2007)
Oscillatoria sp. H1 (Tutuklanmis) Cd(I) 32,20 Katircioglu ve ark. (2007)
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Son yillarda agir metallerin siyanobakteriler {izerine etkisini ve hiicresel
deformasyonlar1 daha detayli incelemek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
enerji dagilim spektroskopi (EDS) analizleri yapilmaktadir [McLean ve Beveridge,
2001; Wang ve Chen, 2006; Priester ve ark., 2007; Can ve Jianlong, 2008]. SEM bir
mikroskop c¢esidi olup 1s1k yerine elektron kullanarak nesne ve mikroorganizmalarin
ylizeyini tarayarak goriintiilemektedir. Walker ve ark. (2001), metal stresine maruz
kalan hiicrelerin irettikleri ekzopolisakkaritlerin durumlarinin incelenmesinde
SEM’in etkili bir yontem oldugunu bildirmislerdir [Walker ve ark., 2001]. EDS ise

yine elektron vasitasi ile yiizeyde bulunan elementlerin analizini yapmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Siyanobakterilerin izolasyon ve tanimlanmalari

Mogan Golii, Kurtbogaz1 Baraji, Uncali Deresi, Bafa Golii, Hatim Cay1, Harikalar
Diyar1 Goleti ve Kizilirmak Nehri’nden alinan su 6rneklerinden 15 adet siyanobakter
izolat1 izole edilmistir. izolasyon islemleri Rippka ve ark.’nin (1979) metoduna gore
yapilmis ve kiiltiir icin BG11 besiortami kullanilmistir [Rippka ve ark., 1979].
Siyanobakter suslarinin izolasyonu iki sekilde yapilmistir. Genelde saflastirma yogun
halde iireyen karisik kiiltiirden pastor pipeti ile tek hiicre alinip yeni bir besiortamina
aktarilarak (Sekil 3.1), bazen de BG11 agar plaklarinda olusan tek koloninin yeni bir
besiortamima aktarilmas: ile yapilmistir. Saf kiiltiirler Bergeys’in Manual of

Systematic Bacteriology’e gore cins diizeyinde yapilmistir [Bone ve ark., 2001].

Lam ilzerine
Zenginlegtirilmig damlatma
ornek 7 —
G @ O O
Yeni hesi
ortami

Adiz mikropipetiile yeni
besi ortamina
zenginlegtirilmig drnekten
tek hiicre ¢ekimi

o,

Bagka bir yeni besi
ortamuna yikanmug
tek hiicre algin transfer
edilmesi
Petri kabuna vada tiipe
hazwlanmug besi ortamina
yveni tek hiizre algin kiiltiir
i¢in yerlestirilmesi

Sekil 3.1. Sematik olarak siyanobakter izolasyonu.
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Morfolojilerine Gore Tanimlama

Saf kiltiirler trinokiiler Leica DM LB2 kamera atagmanli ve bilgisayar donanimli
151k mikroskobu kullanilarak morfolojik karakterleri ve boliinme fizyolojilerine gore
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de anlatildigi gibi tanimlanmiglardir.

[zolat boyutlar1 gériintii analiz sistemi kullanilarak 6lgiilmiistiir.

16S rRNA’larina Gore Tanimlama

Cizgi ekimleri yapilan kiiltiirlerden tek koloni alinarak, saf kiiltlirlerin iiretimi sivi
BGI11 ortaminda 25 °C’de, 12/12 saat giindiiz/gece peryodunda, 120 rpm
calkalamada, % 5’lik CO, kiiltiir sartlarinda gergeklestirilmistir. Kiiltiirlerin gelisim
ortamma 5 pg/l oraninda kanamisin ve sefoksitin antibiyotigi ilave edilerek

bakteriyel kontaminasyondan korunmustur.

izolatlarm DNA’s1 DNeasy” Blood & Tissue Kit (Cat. No.: 69504, QIAGEN) ile
izole edilmistir. PCR’da (polimer zincir reaksiyonunda) kullanilacak 6rnegin DNA
miktart 20 ng/ul, safligt (ODago280) 1,8 olacak sekilde 16S rDNA sekanslari
siyanobakterilere 6zgii CYA-106F ve CYA-781R primerleri kullanilarak
cogaltilmistir [Nubel ve ark., 1997; Thacker ve Starnes, 2003]. Bu primerlerinin yani
sira amplifikasyon i¢in Prof. Dr. Belma Aslim tarafindan tasarlanan BA-CF ve BA-
CR primerleri de kullanilmistir (Cizelge 3.1). PCR sartlar1 Niibel ve ark. (1997)’de
izah edildigi sekilde yapilmistir. 20 ng kalip DNA, 5 ul 10 x PCR tamponu (100 mM
Tris-HCI, pH 9; 500 mM steril KCI), 15 mM MgCl,, 1 U Tag DNA Polimeraz, 0,50
mM ileri primeri, 0,50 mM geri primeri, 25 nmol dATP, 25 nmol dGTP, 25 nmol
dCTP, 25 nmol dTTP karisimu steril ddH,O ile 50 pl’ye tamamlanmistir. Cogaltma
islemi 200 pl’lik tiiplerde Hybaid thermocycler (ThermoHybaid, UK) cihazinda
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise: Ik denaturasyon basamagi
94 °C’de 5 dak olarak gergeklestirildikten sonra, 35 dongii 95 °C’de 1 dak
(denaturasyon igin), 60 °C’de 1 dak (hibridizasyon igin), 72 °C’de 1 dak
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(polimerizasyon i¢in) seklinde gergeklestirilmistir. PCR ile cogaltilan DNA’lar %
1’lik agaroz jelde DNA marker (Ambresco) ile birlikte yiiriitiilmiistiir. Sekans analizi
REFGEN (Ankara) tarafindan yapilmis ve analiz sonuclari blast fonksiyonu ile
NCBI DNA Gen Bankasi’nda taranarak molekiiler tanimlama yapilmustir.

Cizelge 3.1. Primer sekanslari, optimal annealing sicakliklar1 ve hedeflenen bolgeler

Primer Sekans (5* —37) Baz Cogaltilan Bolge
CYA-106F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA 22

640 bp
CYA-781R  GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT 25
BA-CF GCCAGGGGAGCGAAAGGGATTAGA 24

629 b
BA-CR CATGGTGTGACGGGCGGTGTG 21 P

3.1.2. Kiiltiirlerin gelisim ortamlari

Teshisi yapilan saf kiiltlirler fotosentetik bakterilere 06zel ¢alkalamali etiivde
(Minitron), 250 ml’lik erlenler igersinde 120 rpm ¢alkalamada, 25 °C’de, 12 saat
giindiiz, 12 saat gece periyodunda iiremeye birakilmistir. Giindiiz periyodundaki 11k
siddeti 3000 lix’diir. Siyanobakter drneklerinin kiiltiire edilmesinde floresan lambali
diizenek ve Minitron marka inkiibatdr kullanilmistir (Resim 3.1 ve 3.2). Inkiibasyon

stiresi 15-30 giindiir.
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Resim 3.1. Kiiltiirler i¢in inkiibasyonun yapildig1 inkiibator

Resim 3.2. Kiiltiirler i¢in inkiibasyonun yapildig1 diizenek
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3.1.3. Arastirmada kullanilan besiortamlari

Siyanobakter izolatlarinin aktiflestirilmesi i¢cin BG11 besiortami1 kullanilmistir

[Ripka ve ark., 1979].

BG11 sivi besi ortami

Maddeler 1000 ml distile suya tamamlanmigstir. Besi ortaminin pH’s1 0,01 M HCl ile
6,8’e ayarlanmigtir. Amaca uygun olacak sekilde besiortamina % 1,5 oraninda agar

ilave edilip kati besi ortami hazirlanmistir. Besi ortami 121 °C’de 15 dak steril

edilmistir.

Maddeler g/l
NaNOs3 15
K,HPO,4 0,40
MgS04.7H,0 0,75
CaCl,.2H,0 0,36
sitrik asit 0,06
ferik amonyum sitrat 0,06
Nay-EDTA 0,01
Na,COs 0,20

Iz element ¢cozeltisi:

Maddeler mg/l
H;BO; 61,0

MnSO0,4.H,O 169,0
ZnS04.7H,0 287,0
CuS04.5H,0 2,5

(NH4)6M07024.4H20 12,5



52

3.2. Metod

3.2.1. izolatlarin muhafazasi

Izolatlarmn muhafazast BG11 sivi ve agar besiortaminda gergeklestirilmistir. 3.1.2
numarali boliimde anlatildigi gibi gelistirilen 15-30 giinliik siv1 kiiltiirler ve agar
plaklarinda tek koloni halinde tiremeleri saglanmis izolatlar +4 °C’de muhafaza

edilmislerdir.

3.2.2. Biyokiitlenin olciilmesi

Siyanobakter kiiltiirlerin biyokiitlelerinin kantitatif degerleri, 664 nm’deki optik
yogunluklart (ODggs), klorofil-a ve protein miktarinin dlglilmesiyle elde edilmistir

[Cirik ve Gokpinar, 1993].

Klorofil-a miktar1 tespiti, siyanobakterilerde canliligin ve biyokiitlenin
belirlenmesinde ¢ok sik kullanilmaktadir. Bu ¢alismada klorofil-a tespiti i¢in 12 giin
boyunca Boliim 3.1.2°de anlatildig1 gibi inkiibasyona birakilan aktif kiiltiirlerin 1
ml’si santrifiij edilmistir. Pellet % 80’lik aseton (Merck) ile muamele edilip bir gece
+4 °C’de bekletilmistir. 24 saat sonra 664 nm ve 750 nm dalga boylarinda
DIGILAB-HITACHI U-1800 marka spektrofotometrede oOlglimleri yapilmis ve
orneklere ait degerler asagidaki denkleme gore hesaplanmigtir [Hirschberg ve

Chamovitz, 1994].

Klorofil-a (ng/ml)= (Asea-A7s0) x 11,92

Proteinler kolorimetrik olarak Bradford yontemi kullanilarak Bradford ¢ozeltisi
(Sigma-Aldrich) ile tespit edilmistir [Bradford, 1976]. 100 ul 6rnek alinarak {izerine
1 ml Bradford ¢ozeltisi ilave edilmistir. 5 dak karanlikta ve oda sicakliginda

bekleyen karisim 595 nm’de korve (6rnek ihtiva etmeyen karigim)
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spektrofotometrede okunmustur. Standart olarak bovin serum albumin (BSA)
kullanilmigtir. 2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30 pg/ml konsantrasyonlarinda BSA ¢o6zeltileri

hazirlanarak 595 nm’de okunmustur. Deneyler 3 paralelli ger¢eklestirilmistir.

3.2.3. Siyanobakter izolatlarinin 151k mikroskobu goriintiileri

Calismada kullanilan 15 siyanobakter izolatinin LEICA DM LB2 marka i1sik
mikroskopu ile gorlintiileri ¢ekilmistir. Skalalar mikroskoba ait software

programinda otomatik olarak verilmistir.

3.2.4. Metal iyon c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Biyosorpsiyon denemeleri i¢in secilen Cr(IV) i¢in K,Cr,O7 ve Cd(Il) i¢in CdCl,’den
1000 ppm’lik distille suda ¢oziinmiis ana stoklar hazirlanmistir. Ayrica, hazirlanan 1,
3 ve 5 ppm’lik metal ¢ozeltileri atomik absorpsiyon okumalart i¢in kullanilmistir.
Onemli bir degisken olan pH’nin metalden etkilenmemesi igin deney setlerinde
seyreltme igin distile su yerine Britton-Robinson tampon ¢dzeltisi [Inam ve Toprak,

2005] kullanilmugtur.

Britton-Robinson tampon ¢ozeltisi:

Maddeler Miktar
asetik asit 2,3 ml
% 85’lik fosforik asit 2,7 ml
borik asit 25¢g

Karisim triple distille su ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanmisgtir (pH 2).
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3.2.5. Toksidite ve toleranslarinin tespiti

Bu calismada toksik madde olarak metal tuzlarindan krom(IV) (K,Cr,O;) ve
kadmiyum(Il) (CdCl,) kullanilmigtir. Denemelerde 5, 15, 25, 35, 45, 50 ppm
(mg/1)‘lik konsantrasyonlarinda Cr(VI) ve Cd(II) olacak sekilde 100 ml’lik BG11
besiortamlar1 hazirlanmigtir.  Uygulanan konsantrasyonlarin etkisinde 12 giin
boyunca 48 saatte bir numuneler alinmigtir. Kullanilan agir metallerin toksiditesi
klorofil-a miktarlarina bakilarak belirlenmistir. Metal igermeyen besiortaminda
hazirlanan kiiltiirler de kontrol olarak kullanilmistir. Canli hiicrelerin % 50’sini
oldiiren metal dozlart (ECsgp), % 95 giiven smirlarinda probit analizleri ile tespit
edilmistir [OECD, 1984, APHA, 1971]. ECs, degerleri, altic1 giine ait metale maruz
kalan hiicrelerin biyokiitlelerinin kontrol hiicrelerin biyokiitlelerinden ¢ikarilarak

hesaplanmistir. Calismalar 3 paralelli olarak tasarlanmistir [Finney, 1963].

3.2.6. Tutuklanmis materyalin hazirlanmasi

Izole edilen kiiltiirlerden Cr(VI) ve Cd(II)’ye en toleransh olan izolat ECsg

degerlerine gore secilmis ve bundan sonraki denemelerde bu izolat kullanilmstir.

Ca-aljinatla tutuklama icin, 100 ml % 2’lik Na-aljinat (2,0 g; from Macrosytia
pyrifera, high viscosity, Sigma Chem., Co., U.S.A.) hazirlanmis ve algal biyokiitle
ile karistinlmistir.  Tutuklama i¢in canli ve cansiz siyanobakter hiicreleri
kullanilmistir. 30 giinliik bir inkiibasyondan sonra hiicreler santrifiij ile toplanarak
0,1 M HCI ile muamele edildikten sonra iki kez distile su ile yikanmig ve 70 °C’de
etiivde kurutularak toz haline getirilerek Olii biyokiitle hazirlanmistir. Canli
biyokiitleler ise, 30 glinliik bir inkiibasyondan sonra hiicreler santrifiij ile toplanarak
iki kez steril distille su ile yikanmis ve direkt olarak olarak tutuklanmistir.
Tutuklanmis hiicreler, % 2’lik aljinat karigimi igersine 6lii ve canli hiicrelerden 1 g
karistirilarak hazirlanmigtir. Aljinat karisimi 0,01 M CaCl, ¢ozeltisi igine, manyetik
kanistiric1 da kullanarak, siringa yardimiyla damlatilmistir. Kiireler yaklasik 4 mm
capinda olup sertlesmesi icin 1 saat soguk CaCl, iginde tutulmustur. Ug kez 150 ml

steril distile suda yikanan kiireler kullanilincaya kadar saklanabilmesi i¢in 5 mM
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CaCl, icinde, 4 °C’de muhafaza edilmistir. Tutuklanan organizma miktarin
belirleyebilmek icin de hazirlanan kiireler bir havanda ezilerek klorofil-a miktarlari

Boliim 3.2.2°de anlatildig: gibi tespit edilmistir.

3.2.7. Biyosorpsiyon deneyleri

Biyosorpsiyon deneylerinde cansiz (inaktif), tutuklanmis cansiz (inaktif) ve
tutuklanmig canli (aktif) hiicrelerin metal adsorblama mekanizmasi iizerine pH,
biyokiitle, sicaklik, metal konsantrasyonlar1 ve zaman gibi degiskenlerin etkisi
incelenerek, metal gideriminin en yliksek oldugu sartlar belirlenmistir. Cr(VI) ve
Cd(II) biyosorpsiyonu i¢in pH 2-8 aralifinda denenerek en uygun pH, cesitli
biyokiitle miktarlar1 (61i hiicreler i¢in, 0,03-0,1 g ve tutuklanmig hiicreler i¢in, 10-60
kiire) denenerek en uygun miktar, ortam sicakligi 20-40 °C arasinda denenerek en
uygun sicaklik, 50-300 ppm arasinda metal konsantrasyonlari denenerek en uygun
konsantrasyon ve 0-24 saat zaman aralig1 denenerek en uygun zaman birimi tespit

edilmistir.

Cansiz biyokiitlenin hazirlanmasinda; kiiltiir 30 giinliik iireme periyodunun ardindan
+4 °C’de 10 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Besiortamindan kaynaklanan agir metal
iyonlarinin uzaklastirmak amactyla 0,1 M HCI ile muamele edildikten sonra iki kez
distile su ile yikanmistir. Her yikama igleminin ardindan hiicreler sogutmali santrifiij
yardimi ile 10 000 rpm’de ¢oktiiriilerek toplanmistir. Son yikama isleminden sonra
¢Oktiiriilen biyokiitle 70 °C’de 24 saatte kurutularak yaklagik 200 um boyutunda bir
havanda ogiitiilmiistiir [Lau ve Wong, 1998, Zhou ve ark., 1998]. Biyosorpsiyon
deneylerinde 0,05 g cansiz, 0,95 g tutuklanmis cansiz ve 0,99 g tutuklanmis canli

biyokiitleler kullanilmustir.

Icersinde 50 ml 100 ppm (mg/1)’lik metal ¢dzeltisi bulunan 100 ml’lik erlenlere 0,05
g cansiz biyokiitle eklenerek, ortamin pH’ s1 2-8 aralifinda degistirilerek metal
adsorpsiyonunun en fazla oldugu pH belirlenmistir. Daha sonra sirasi ile biyokiitle,

sicaklik, metal konsantrasyonlar1 ve zamanin etkisi denenmistir. Tiim islemlerin
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yapilmasi sirasinda etkili adsorpsiyonun saglanabilmesi amaci ile sicaklik ve pH

sabit tutularak 100 rpm’de ¢alkalama yapilmistir.

Tutuklanmis materyallerin biyosorpsiyon denemelerinde; ayni sekilde hazirlanan
metal ortamlarina, ayr1 olarak, canli (aktif), cansiz (inaktif) ve bos (mikroorganizma
icermeyen) kiirelerden 30’ar tane konulmustur. Metallerin biyosorpsiyon
mekanizmasi lizerine pH (2-8), biyokiitle (10-60 kiire), sicaklik (20-40 °C), metal
konsantrasyonlart (50-300 ppm) ve zaman (0-24 saat) gibi degiskenlerin etkisi
incelenmistir. Her deney seti ii¢ paralelli olarak diizenlenmistir. Alinan Ornekler
atomik absorbsiyon spektroskopisi (AAS) ile okunmus ve adsorblanan metal
miktarlart belirlenmistir. Okunmanin yapilacag: giin Cr(VI) ve Cd(II) metalleri igin

1, 3 ve 5 ppm’lik kalibrasyon ¢dzeltileri hazirlanmustir.

Bu ¢alismada Philips PU9285 model alevli atomik absorpsiyon spektrofotometresi
(AAS) kullanilmis olup ¢alisilan elementler i¢in aletsel parametreler Cizelge 3.2°de
verilmistir. Atomlagma ortami olarak hava/asetilen alevi, zemin absorpsiyonlarini

diizeltmek i¢in de doteryum lambasi kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Calisilan elementler i¢in aletsel paremetreler

Element
Parametreler
Krom(VI) Kadmiyum(II)

Caligilan dalga boyu (nm) 3579 228,8
Yarik genisligi (nm) 0,5 0,5
Lamba akimi (mA) 9,0 9,0
Asetilen akis hiz1 (1/dak) 1,6 1,1
Zemin diizeltme (DL) Var Var

3.2.8. Desorpsiyon deneyleri

Calismada kullanilan kuru ve tutuklanmis biyomateryallerin tekrar kullanilabilirligini

belirlemek icin ayni 6rnek bes defa biyosorpsiyon isleminin ardindan bes defa
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desorpsiyon islemine tabi tutulmustur. Her bir biyosorpsiyon-desorpsiyon islemi 1

dongii olarak kabul edilmektedir.

Cr(VI) ve Cd(Il)’nin desorpsiyonu 50 ml 0,1 mol/l HCI ile yapilmistir. Cr(VI) ve
Cd(IT)’ye maruz birakilan cansiz biyokiitle ile tutuklanmis canli ve cansiz biyokiitle
ve bos Ca-aljinat kiireleri desorpsiyon ortamina koyularak, bir saat boyunca 100
rpm’de 25 °C’de calkalanmigtir. Her bir biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii
sonrasinda ornekler % 0,9’luk tuz ¢ozeltisi ile yikanarak, diger dongii i¢in hazir hale
getirilmislerdir [Tiizin ve ark., 2005]. Biyosorpsiyon ortamindan ve desorpsiyon
¢ozeltisinden (0,1 mol/l HCl) alinan 6rnekler AAS ile okunmustur. Deneyler 3 kez

tekrarlanmistir. Desorpsiyon orani su denklemle hesaplanmistir:

Desorbe olan metal iyon miktart

Desorpsiyon orani = x 100 (2)

Biyosorbent iizerinde tutunan metal miktari

3.2.9. Biyobirikim deneyleri

Daha 6nceden belirlenen Synechocystis sp. BASO670 izolatina Cr(VI) ve Cd(II)’nin
ECso degerleri sirasiyla 11,5 ve 15,3 ppm’dir. Bu nedenle biyobirikim deneylerinde
ECsy degerlerinin alt1 olan 10 ppm Cr(VI) ve Cd(II) ¢ozeltileri kullanilmistir. 30
giinliik BG11 besiortaminda tiretildikten (B6liim 3.1.2°de agiklandig: sekilde) sonra
ODegga’si 2,3-2,5 yogunlukta olan kiiltiirler, 250 mI’lik erlenlere 200 ml koyularak her
bir erlenin metal konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde bir hafta boyunca 25 °C’de,
100 rpm calkalamada, 3000 lix 1s1k siddetinde 12 saat giindiiz 12 saat gece
inkiibasyona birakilmistir. Biyobirikim deneylerinde ayrica 10 ppm Cr(VI) ve 10
ppm Cd(II)’den olusan metal karigimi da denenmistir. 0. zaman da dahil olmak {izere
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI) ve Cd(II) alma kapasitelerini
belirlemek icin 0', 5', 10, 20", 30", 60', 120", 1.-7. giine kadar 1’er ml 6rnek alinmustir.
Cr(VI) ve Cd(II) konsantrasyonlar1t AAS ile 6l¢iilmiistiir. Deneyler ii¢ paralelli olarak

calisilmig ve li¢ asamadan olusmaktadir; suda kalan metal miktari, hiicre ylizeyine
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tutunan metal miktar1 ve hiicre igersine alinan metal miktar1 [Matsunaga ve ark.,

1999].

Suda kalan metal miktari: Her zaman diliminde 1 ml 6rnek alinarak 10 000 rpm’de

santrifiij edilmistir. Ust fazda kalan metal miktar1 AAS ile tayin edilmistir.

Hiicre yiizeyine tutunan metal miktar:: Yukarda belirtilen zaman dilimlerinde 1’er ml
alman ornekler 10 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Hiicreler iizerine 1 ml 10 mM
EDTA (Merck) ¢ozeltisi eklenmis ve vortekslenerek hiicre yiizeyine tutulan metal
desorbe edilmistir. Ornekler 10 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen iist faz,

hiicrenin yiizeyine yapisan metal miktarini belirlemek iizere AAS ile tayin edilmistir.

Hiicre icersine alinan metal miktari: Her bir zaman diliminde 1 ml alinan 6rnekler
10 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Hiicre i¢ine alinan metalin belirlenmesi icin
hiicreler lizerine 1 ml 1 M HNO; ilave edilerek 10 000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Ust faz AAS ile tayin edilmistir.

3.2.10. Taramah elektron mikroskop (SEM) icin hiicrelerin hazirlanmasi

Cr(VI), Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(II) metallerinin hiicrede etkilerini ve hiicre etkilesimini
goriintiileyebilmek amaciyla elektron mikroskobu calismasi yapilmistir. Mikroskop
cekimlerinden once; 30 giinliik BG11 besiortaminda iiretildikten (Boliim 3.1.2°de
aciklandig1 sekilde) sonra, ODgss’si 2,3-2,5 yogunlukta olan aktif kiiltiirler asagida

verilen ortamlara ilave edilmistir.

» Kontrol (metalsiz ortamda gelistirilmis hiicre kiiltiirii)
* 10 ppm Cr(VI)

* 10 ppm Cd(II)

* 10 ppm Cr(VI) + 10 ppm Cd(II)
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Yukarda verilen 4 farkli ortama ekilen siyanobakter kiiltiirleri, biyobirikim c¢aligmasi
ile ayn1 kosullarda (pH=7, T=25 °C, 100 rpm, t=7 giin ve 12 saat gece/12 saat

giindiiz) inkiibasyona birakilmistir.

Yedi giinliik inkiibasyon siiresi sonunda, siyanobakteriler 50 ml’lik tiiplere alinarak
3000 rpm’de 15 dak santrifiij edilmistir. Duru faz atildiktan sonra kiiltiiriin tizerine 1
ml 0,1 M PBS (Phosphate-Buffered Saline) tamponu ile iki kez yikanmistir. Daha
sonra 3000 rpm’de 15 dak santrifiij edilmistir. Duru faz atildiktan sonra kiiltiiriin

tizerine 1 ml % 2,5-3’liik glutaraldehit (Electron Microscope Sciences) eklenmistir.

Yapilan 6n islemlerden sonra, siyanobakteriler Polaron SC 502 Sputter Coater marka
kaplayict kullanilarak altinla kaplanmistir. Kaplama isleminin ardindan 6rnekler Jeol
JSM 6060 marka taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmis ve ilgili
kisimlarin  goriintiileri  bilgisayar ortamma aktarilmistir. Bu islemler, Gazi
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Elektron Mikroskobu laboratuarlarinda
yapilmistir.

Hiicre yiizey analizleri, Marmara Universitesi’nde Jeol JSM-5910 marka taramali
elektron mikroskobuna (SEM) bagli, Oxford marka enerji dagitimli X-1s1n1 analizorii
(Energy dispersive X-151n1 spectroscopy, EDS) ile goriintiisii ¢ekilen alanlardaki

element dagilimlari belirlenerek yapilmistir.

Phosphate-Buffered Saline Tamponu:

Maddeler g/l

NaCl 0,80
KCl 0,20
Na,HPO4 1,44
KH,PO4 0,24

IM NaOH ve HCI ile pH degeri 7,2’e ayarlanan tampon distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanmis ve otoklavda steril edilmistir.
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3.2.11. Metalli ve kontrol ortamlarinda gelistirilmis siyanobakterilerin protein

calismasi

30 giinlik BG11 besiortaminda iireme peryodunun (Bolim 3.1.2°de agiklandigi
sekilde) ardindan 200 ml, ODgg4’si 2,3-2,5 yogunlukta olan kiiltiirler 7 giin siire ile
10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) metallerine ve 10 ppm Cr(VI)+10 ppm Cd(II) metal
karisimlarina maruz birakilmislardir. Proteinlerinin izolasyonu Laemmli (1970)’in
onerdigi yonteme gore yapilmistir [Laemmli, 1970]. Kiiltiirler 7. gliniin sonunda 10
000 rpm’de 10 dak santrifiij edilmis ve siv1 faz atilarak elde edilen hiicreler 5 ml PBS
tamponu (pH 7) ile iki kez yikanmistir ve PBS tamponunda 50 MHz ultrasonikasyon
(Vibra Cell) ile buz icerisinde 10 dak sonikasyona tabii tutulmustur. Sonikasyon
isleminden sonra hiicreler 10 000 rpm’de 10 dak santrifiij edilmistir. Ustteki sivi
kistmdan 75 pl alinarak 25 pl 6rnek tamponu ile karistirilmis ve 5 dak kaynatilmistir.

Ornekleri -20 °C’de saklanmustir.

Fosfat Tamponu (g/1): 6,8 g KH,PO4 ve 8,7 g KoHPO, tartilarak ayri ayrt 1000 ml
distile suya tamamlanarak ¢oziilmiistiir. Hazirlanan iki ¢ozelti belirli oranlarda

karistirilarak pH 7,0’a ayarlanmistir.

Ornek Tamponu: 5 ml 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 8 ml gliserol, 4 ml 2-B-
merkaptoetanol, 2 g SDS (sodyum dodesil siilfat), 0,01 g bromfenol mavisi, 3ml

distile su ilave edilerek hazirlanmistir.

3.2.12. SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasi

Protein analizleri Laemmli’ ye gore % 4,5’luk yiginlastirict ve % 10’luk ayiric jel
kullanilarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE)
yapilmustir [Laemmli, 1970].

Aywrma Jeli: 16,7 ml Akrilamid/Bis Akrilamid (% 30’ luk), 19,8 ml distile su, 12,5
ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,6), 500 ul % 10° luk APS (amonyum per stilfat), 500 pl %
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10’luk SDS (sodyum dodesil siilfat) birbirine karigtirildiktan sonra 30 ul TEMED
(N,N, tetraetilen diamid) ilave edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizh
bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin iist kismi distile su ile kaplanarak, hava ile temasi

Onlenerek polimerize olmasi saglanmistir.

Yigma Jeli: 3,4 ml % 30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 13,6 ml distile su, 2,5 ml 1 M
Tris-HCI (pH 6,8), 200 pul % 10’luk APS ve 200 ul % 10’luk SDS birbiri ile
karistirildiktan sonra 20 ul TEMED ilave edilmistir. Bu karigim, polimerize olan
ayirma jelinin tizerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli {izerine

dokiilmiistiir. Tarak yerlestirilmis ve jelin polimerize olmasi saglanmustir.

Polimerize olan jelden tarak cikarilmis, jel tanka sabitlenmis ve elektroforez
diizenegi (Scie-Plus Vertical Electrophoresis) yiiriitme tamponu ile doldurulmustur.
Protein marker (2 ul) (Biorad) ve ornekler (15 pl) kuyucuklara yiiklenmis ve giic
kaynag1 (Biometra) baglantisi ile 24 mA’de 100 V’ ta ortalama 5 saat yiiriitiilmiistiir.

Elektroforez isleminin hemen ardindan jeller, tespit ¢oOzeltisi igerisinde bir gece
bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller boyama ¢ozeltisine alinmis ve
ortalama iki giin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile 20 dak’lik
araliklarla yikanarak jellerin zemininde bulunan boyanin ¢ikmasi saglanmistir.
Jellerin goriintiileri bilgisayar baglantili tarayici ile alinarak bilgisayar ortamina

aktarilmustir.

SDS-PAGE Jel Elektroforezinde Kullanmilan Cozeltiler

Akrilamid Cozeltisi (% 30): 29,2 g akrilamid, 0,8 g N, N’ metilen-bis-akrilamid 100
ml distile suya tamamlanarak ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti Whatman No:1 filtre
kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.

1,5 M Tris-HCI (pH 8,6): 18,165 g Tris 75 ml distile suda ¢ozilip pH 1 M HCl ile

8,6’ya ayarlanmistir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.
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IM Tris-HCI (pH 6,8): 12,01 g Tris 75 ml distile suda ¢oziliip pH 1 M HCl ile 6,8’¢
ayarlanmigtir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanmaistir.

SDS (% 10°luk): 10 g SDS 100 ml distile suya tamamlanarak ¢oziilmiistiir.

Amonyum persiilfat (AP) (% 10°luk): 0,1 g AP 1 ml distile su igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmustir.

Elektroforez stok yiiriitme tamponu (pH 8,3) (5x): 25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 1
(w/v) SDS, distile su karistirilarak hazirlanmistir.

Tespit ¢ozeltisi: 25 ml % 100 (w/v) TCA (Trikloroasetik asit), 82,5 ml Metanol,
142,5 ml distile su karistirilarak hazirlanmistir.

Stok boya ¢ozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Mavisi G-250, 46,5 ml HCI ile
karistirilarak hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Boya ¢dziildiikten
sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilmiis ve renkli cam sisede oda
sicakliginda saklanmistir.

Boyama ¢ozeltisi: 150 ml stok boya ¢ozeltisi, 17,5 ml 10 M (w/v) KOH, 25 ml %
100 (w/v) TCA karistirilarak hazirlanmgtir.

3.2.13. Metalli ve kontrol ortamlarinda gelistirilmis siyanobakterilerin tiyol

miktarlarinin belirlenmesi

30 giinliik BG11 besiortaminda iireme peryodunun (Bolim 3.1.2°de aciklandig:
sekilde) ardindan 200 ml, ODgg4’si 2,3-2,5 yogunlukta olan kiiltiirler 7 giin siire ile
10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) metallerine ve 10 ppm Cr(VI)+10 ppm Cd(II) metal
karisimlarina maruz birakilmislardir. Metallere maruz kalan ve kontrol hiicrelerin
tiyol miktarlar1 Sedlak ve Lindsay (1968)’ in metoduna gore toplam tiyol (TT),
proteine bagli olmayan tiyol (PBOT) ve proteine bagli olan tiyoller (PBT) olmak
tizere ii¢ sekilde hesaplanmistir [Sedlak ve Lindsay, 1968]. 7. giine kadar her giin 1
ml Ornek alimarak 10 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Besi ortamindan ayrilan
hiicreler 1ml 0,1 N HCI ile karigtirllarak buz kabi igersinde 3 dak 50 MHz
ultrasonikasyon islemine tabi tutulmustur. 10 000 rpm’de +4 °C’de 15 dak santrifiij

edilen 6rneklerin s1v1 faz kismi kullanilmastir.
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Toplam tiyollerin belirlenmesinde; 50 pl sivi faz, 150 pl 0,2 M Tris (pH 8,2) ve 10
ul 0,01 M 5,5 -dithio-bis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) karistirilarak iizerine 1 ml
metanol eklenmistir. 15 dak oda sicakliginda bekleyen karisim 412 nm’de kontrole
(6rnek ihtiva etmeyen karisim) karst spektrofotometrede okunmustur. ODyj

degerleri standarta gére umol/ml olarak hesaplanmustir.

Proteine bagli olmayan tiyollerin belirlenmesinde; 500 pl sivi faz 400 ul duble
distille su ve 100 pl % 50’lik TCA ile kanstirilmistir. Karisim oda sicakliginda 12
dak calkalanmis ve 5 000 rpm’de 15 dak santrifiij edilmistir. 200 pl siv1 faz, 400 pl
04 M Tris (pH 8,9) ve 10 pl 0,01 M DTNB kanstirilarak 412 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmustur. Proteine bagl tiyollerin miktar1 toplam
tiyollerden proteine bagli olmayan tiyollerin ¢ikarilmasi ile elde edilmis ve
hesaplamalar asagidaki denkleme gore yapilmistir. Deneyler 3 paralelli

gerceklestirilmistir.

TT =PBOT - PBT

0,1-5 pmol/ml glutatyon konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilerde 412 nm dalga
boyunda yapilan okumalar sonucu ¢ikarilan kalibrasyon grafiginden tiyol miktarlari

hesaplanmistir. Deneyler 3 paralelli gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada TT, PBOT ve PBT’ lerin yan1 sira ayni 6rneklerin klorofil-a ve protein

miktarlart da Boliim 3.2.2°de anlatildig gibi belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. izolatlarin Tanimlama Sonuclari

Mogan Golii, Kurtbogazi Baraji, Uncali Deresi, Bafa Golii, Hatim Cay1, Harikalar
Diyar1 Goleti ve Kizilirmak Nehri gibi tath su kaynaklarina ait Orneklerden
siyanobakter izolasyonu iki sekilde gerceklestirilmistir. Genelde saflastirma yogun
halde iireyen karisik kiiltiirden pastor pipeti ile tek hiicre alinip yeni bir besiortamina
aktarilarak, bazen de BGI1 agar plaklarinda olusan tek koloninin yeni bir
besiortamina aktarilmasi ile yapilmustir. Izolasyonlar sonucunda toplam 50 adet saf
izolat alinmis ve bunlar igersinde morfolojik yapilarina ve boliinme fizyolojilerine
gore yapilan incelemelede 15 adet siyanobakter izolat1 tespit edilmistir. izolatlarin
tanimlamalar1 morfolojik yapilarina, boliinme fizyolojilerine ve 16S rRNA’larina

gore yapilmstir.

Bu ¢alismada tatlisularda ¢ok yogun bulunmasi, kolay izole edilebilir olmasi, daha
hizli iiretilebilmesi ve uygulama kolayligi nedeniyle tek hiicreli siyanobakterilerin
kullanilmast tercih edilmistir. Bu nedenle su orneklerinden ipliksi formdaki
siyanobakterilerin izolasyonlar1 yapilmayip sadece tek hiicreli formlara sahip
siyanobakterilerin izolasyonlar1 yapilmistir. izolatlarin morfolojik tanimlanmalar
Rippka ve ark. (1979) ile Bone ve ark. (2001)’e gore, bdliinme fizyolojileri ve
morfolojik karakterlerine gore yapilmistir. Resim 4.1°de Synechocystis sp. BASO670
izolatinin mikroskop goriintiisii verilmistir. Tanimlanan izolatlarin kodlari, cins

adlar1 ve izole edildigi su kaynaklar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Resim 4.1. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin 100X10X4 biiylitmede 151k
mikroskobu goriintiisii

Cizelge 4.1. 1zolatlarm izole edildigi tath su kaynaklari ve cins adlart

izolat Kodlar* Cins Adlan Kaynak

BAS0444 Synechocystis sp. Mogan Golii, Ankara
BASO500 Synechocystis sp. Kurtbogazi Baraji, Ankara
BASO501 Synechocystis sp. Uncali Deresi, Antalya
BASO502 Synechocystis sp. Kurtbogazi Baraji, Ankara
BASO503 Synechocystis sp. Kurtbogazi Baraji, Ankara
BASO504 Synechocystis sp. Uncali Deresi, Antalya
BASO506 Synechocystis sp. Hatim Cay1, Ankara
BASO507 Synechocystis sp. Bafa Go6lii, Aydin
BASO508 Synechocystis sp. Harikalar Diyar1 Goleti, Ankara
BASO509 Synechocystis sp. Kizilirmak Nehri, Kirikkale
BASOS510 Synechocystis sp. Uncali Deresi, Antalya
BASOS11 Synechocystis sp. Uncali Deresi, Antalya
BASO670 Synechocystis sp. Mogan Golii, Ankara
BASO671 Synechocystis sp. Uncali Deresi, Antalya
BASO0672 Synechocystis sp. Bafa Go6lii, Aydin

*Izolat kodlar1 Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuar Kkiiltiir
koleksiyonuna gore verilmistir.
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BASO670 izolatin DNA’s1 izole edildikten sonra 16S rRNA sekanslar1 i¢cin CYA-
106F, CYA-781R ve BA-CF, BA-CR primerleri kullanilmistir. CYA-106F ve CYA-
781R primerleri ile 640 bp, BA-CF ve BA-CR primerleri ile ise 629 bp’lik bir alan
cogaltilmistir (Resim 4.2). Cogaltilan iki alan birlestirilerek 16S rDNA’y1 da
kapsayan 1262 bp’lik DNA dizisi elde edilmistir. Bu gen bolgesinin dizi analizi
Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu bolgenin DNA’s1;, NCBI Gen Bankasi’nda var olan
diger bakteriyal 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilarak benzerlik oranlari

belirlenmistir.

1 2

M BASOGTD M BASOG70  NK

3000 bp

2000 bp

1500 bp
1200 bp

Resim 4.2. Her iki primerle ¢ogaltilan PCR f{iriinii DNA’larin % 1’lik agaroz jel
goriintiileri. M: (100 bp DNA ladder plus) DNA marker, NK: Negatif
kontrol, 1: CYA-106F ve CYA-781R primerleri ile cogaltilan DNA’lar, 2:
BA-CF ve BA-CR primerleri ile ¢cogaltilan DNA’lar.

Iki farkli primer ile PCR’1 yapilan iki farkli DNA bdlgesinin sonuglarmin
birlestirilmesi ile elde edilen 1262 bp’lik baz dizisi tanimlanma agisindan hassasiyeti
arttirmigtir. Birlestirilen sekanslara gore Synechocystis sp. BASO670 izolatina ait

cogaltilan gen bolgesinin baz siras1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin her iki primerin birlesmesi ile
olusan gen bolgesinin dizi analizi (1262 bp)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261

ctactacctt
aggtgaaaga
agagcctacc
tgagacacgg
agcctgacgg
cagggaagaa
cgcggtaata
tggttatgca
caagactaga
attgggaaga
aaagctaggg
gatactaggc
gcctggggag
ggtggagtat
tggaatcctg
gtcgtcagcet
ttagttgcca
gtggggatga
gtcgggacaa
ctcagattgc
gaatactgca
aa

caggatgggg
tttatcgtcc

atggcaacga
cccagactcc
agcaataccg
gttctgacgg
cggaggatgc
agtctgccgt
gtacagtagg
acatcggtgg
tagcgaaagg
gtggcttgta
tacgcacgca
gtggtttaat
cggaaacgtg
cgtgtcgtga
tcattaagtt
cgtcaagtca
cgggcagcga
atgctgcaac
gtgaattcat

acaacagttg
tgaagatggg
tcagtagctg
tacgggaggc
cgtgagggag
tacctgatga
aagcgttatc
taaagaatgg
ggtagcagga
cgaaagcgtg
gattagaata
tcgacccgag
ggtgtgaaac
tcgatgcaac
ggagtgcctt
gatgttgggt
gggcactcta
tcatgccctt
gctcgcgaga
tcgcctgeat
tccegggect

gaaacgactg
ctcgcgtctg
gtctgagagg
agcagtgggg
gaaggtcctt
ataagcatcg
cggaattatt
agcttaactc
attcccagtg
ctactgggct
caccctgtgt
ccgtgccgaa
tcaaaggaat
gcgaagaacc
atggagccag
taagtcccgce
gagagactgc
tacgccttgg
gtaagcgaat
gatggaggaa
tgtacacacg

ctaataccca
attagctaga
atgagcagcc
aattttccgce
ggattgtaaa
gctaactccg
gggcgtaaag
cataggagcg
tagcggtgaa
gaaactgaca
agtcatagcc
gctaacgcgt
tgacgggggc
ttaccaaggc
gagacaggtg
cacgagcgca
aggtgacaaa
gctacacacg
cccatcaaac
tcgctagtaa
cccececece

atgtgccgaa
tggtggggta
acactgggac
aatgggcgaa
cctcttttat
tgccagcagc
cgtccgtagg
gtggaaactg
atgcgtagat
ctgagggacg
gtaaacgatg
taagtatccc
ccgcacaagc
ttgacatccc
gtgcatggct
accctcgttg
ccggaggaag
tactacaatg
ccagcctcac
tcgcacgtca
ccatgaaaag

Sekans analizleri NCBI Gen Bankasinda bulunan diger siyanobakterilere ait dizi

analizleri

ile mukayese edilerek % homolojisi belirlenmistir.

Karsilastirma

sonucunda BASO670 izolati Synechocystis sp. susuna % 98 oraninda benzerlik

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Calismada kullanilan diger 14 izolatlarda da

benzer sonuclar elde edilmis, bu nedenle sadece Symechocystis sp. BASO670

izolatinin sonuglart verilmistir. Diger izolatlarin da % 97-99 oraninda Synechocystis

sp. susuna benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. BASO670 izolatinin 16S rDNA sekansinin NCBI Gen Bankasi
sonuclarina gore % benzerlikleri

EMBL/GenBank no Siyanobakter tiirleri % Homoloji
BA000022.2 Synechocystis sp. PCC 6803 % 98
AB041938.1 Synechocystis PCC6805 % 98
AB041937.1 Synechocystis PCC6714 % 98
AB041936.1 Synechocystis PCC6702 % 98
AY224195.1 Synechocystis sp. PCC6803 % 98
X94705.1 M. glauca B1448-1 % 96
AJ781043.1 Woronichinia naegeliana OLE35S01 % 93
AJ781044.1 Merismopedia glauca OBB39S01 % 93
AB275352.1 Tanimlanmamis siyanobakter Ni 3-C1 % 92
AJ639890.1 Spirulina major OBB36S18 % 92
AJ635436.1 Spirulina major OBB22S09 % 92
AM259270.1 Microcystis sp. 1tu31s06 % 91
AF139318.1 Microcystis aeruginosa UWOCC M4 % 91
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4.2. Izolatlarim Canlihgina ve Gelisimine Cr(VI) ve Cd(IT)’nin Etkisi

Hiicre yogunluklar1 esit olan (ODgss=1,8) toplam 15 adet siyanobakter izolat1 12 giin
boyunca 5-50 ppm arast dozlarda Cr(VI) ve Cd(Il) agir metallerine maruz
birakilmistir. Yapilan denemelerde 12 giin boyunca Cr(VI) ve Cd(Il) i¢in 48 saat
araliklarda numune alinip klorofil-a miktarlar1 dl¢iilmiistiir. Elde edilen verilere gore
Cr(VI) ve Cd(Il)’ye maruz kalan hiicrelerde kontrol grubuna gore canliliklarinda
azalma gozlenmistir. Bu sonuglardan ayn1 zamanda probit analizi ile ECsy degerleri
hesaplanarak  izolatlarin  canliliklarin1  etkileyen metal konsantrasyonlar
belirlenmistir. ECsy degeri, siyanobakter izolatlarinin altinct giinde % 50’sini dldiiren

metal konsantrasyonu olarak hesaplanmistir.

4.2.1. izolatlarin canhhigima Cr(VI)’nn etkisi

15 izolatin Cr(VI) ortaminda 12 giin boyunca gelisimi ve canlilig1 klorofil-a
miktarlari ile tespit edilmistir (Sekil 4.1-4.15). Tiim izolatlarin kontrole gore metalli
ortamdaki kiiltiirlerinin canlilifinin ve gelisiminin 6nemli oranda etkilendigi tespit
edilmistir. Tiim izolatlarin kontrol kiiltiirlerinde 12 giin boyunca canliliklarinda artis
gbzlenirken, kontrole gore metal ortamindaki kiiltlirlerin canliliginda bir artis
olmamigtir. Bu etkinin artan metal konsantrasyonuna gore arttig1 dikkat ¢ekmistir.
Izolatlar iginde yapilan degerlendirmede denenen tiim Cr(VI) konsantrasyonlarinda,
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin diger izolatlara gére Cr(VI)’ya biraz daha
dayaniklilik gosterdigi  belirlenmistir  (Sekil 4.1). Ayrica 50 ppm Cr(VI)
konsantrasyonunda Synechocystis sp. BASO670 izolat1 hari¢ diger higbir izolatin 12.
giine kadar canliligint korumadigi dikkati ¢ekmistir. Diger izolatlarda tiim metal
konsantrasyonlarinda 0. giinden itibaren canlilikta azalma goézlenirken Synechocystis
sp. BASO670 izolatinda, 5, 15, 25, 35 ve 45 ppm Cr(VI) konsantrasyonlarinda az da

olsa biyokiitlede 0. giine gore bir artig oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Synechocystis sp. BASO670’in 12 giin boyunca canliligmma Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)

Diger izolatlarda ise Cr(VI) konsnatrasyonlarinin canhiliklarinda farkliliklar
gostermistir. Synechocystis sp. BASO506, BASO509 ve BASO672 izolatlar1 2.
giinden itibaren 50 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda canliligini kaybederken,
Synechocystis sp. BASO444 ve BASOS500 iolatlar1 4.giin, Synechocystis sp.
BASOS501, BASO502 ve BASO503 izolatlar1 6.giin, Synechocystis sp. BASO504,
BASO507, BASO508, BASO511 ve BASO671 izolatlar1 8.giin, Synechocystis sp.
BASOS510 izolat1 ise 12. giinden itibaren canliligim1 tamamen kaybetmistir.
Synechocystis sp. BASO506 izolat1 50 ve 45 ppm Cr(VI) konsantrasyonlarinda 2.
glinden itibaren, 35 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda 4. giinden itibaren, 25 ppm
Cr(VI) konsantrasyonunda ise 6. giinden itibaren canliligini kaybetmistir. Bu nedenle
biitiin izolatlar icersinde Cr(VI)’dan en ¢ok etkilenen izolatin Symechocystis sp.

BASO506 oldugu goriilmiistir.
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Sekil 4.2. Synechocystis sp. BASO444’{in 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.3. Synechocystis sp. BASO500’tin 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.4. Synechocystis sp. BASO501’in 12 giin boyunca canliligmma Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.5. Synechocystis sp. BASO502’nin 12 giin boyunca canliligina Cr(VI) nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.6. Synechocystis sp. BASO503’tin 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.7. Synechocystis sp. BASO504’{in 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.8. Synechocystis sp. BASO506’nin 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’ nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.9. Synechocystis sp. BASO507°nin 12 giin boyunca canliligima Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.10. Synechocystis sp. BASO508’in 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.11. Synechocystis sp. BASO509’un 12 giin boyunca canliligima Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.12. Synechocystis sp. BASO510’un 12 giin boyunca canliligmma Cr(VI) nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)

2+ - 04
1,8 +
1,6 +
1.4+ —m— Kontrol
= = | —e—5ppm
> 1,2 + =)
E E |—a—15ppm
F o4 +02 % | _—=—25ppm
o S | x-35
508+ 5 |Teeen
¥ < |—o—45ppm
0,6 + —=—50 ppm
0,4 + \x
0,2 +
0 f f f f 3% f 3% f 3% 0
0 2 4 6 8 10 12
Zaman (Gun)

Sekil 4.13. Synechocystis sp. BASO511’in 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.14. Synechocystis sp. BASO671’in 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.15. Synechocystis sp. BASO672’nin 12 giin boyunca canliligina Cr(VI)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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4.2.2. Izolatlarin canlihgma Cd(IT)’nin etkisi

12 giin boyunca 5-50 ppm Cd(II) konsantrasyonlarina maruz kalan siyanobakter
izolatlardan ve kontrol kultirlerinden her 48 saatte bir 6rnek alinarak canliliklari

tespit edilmis ve 6. giinde ECsy degerleri hesaplanmistir.

15 izolatin Cd(I) ortaminda 12 giin boyunca gelisimi ve canliligi klorofil-a
miktarlar ile tespit edilmistir (Sekil 4.16-4.30). Tiim izolatlarin kontrole gore metalli
ortamdaki kiiltiirlerinin canliliginin ve gelisiminin 6nemli oranda etkilendigi tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Synechocystis sp. BASO670 izolatinin diger
izolatlara gore Cd(II)’ye biraz daha dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.16). Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cd(II)’ye maruz kalan hiicrelerinde
kontrole gore azalma oldugu ancak, 5-50 ppm Cd(II) konsantrasyonlarina maruz
kalan hiicrelerin 12. giin de dahil olmak tiizere canliliklarini koruduklari tespit
edilmistir. Ayn1 izolat Cr(VI)’ya benzer sonucu gdstermistir. Izolatinin Cd(II)
konsantrasyonlarina maruz kalan kiiltiirlerinde canliliklar1, kontrole gore altinct giine
kadar az miktarda arttig1, 6. giinden itibaren ise giderek azaldigi belirlenmistir. Cd(II)
konsantrasyonu arttik¢a bu izolatin klorofil-a miktarinda da diisiis gozlenmistir.

(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Synechocystis sp. BASO670’in 12 giin boyunca canliligima Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)

5-50 ppm Cd(II) konsantrasyonlarina maruz kalan Synechocystis sp. BASO444,
BASO500, BASO501, BASO502, BASO503, BASO504, BASO506, BASO507,
BASO508, BASO509, BASO510, BASOS511, BASO671, BASO672, izolatlarinin
kontrole gore canliliklarinin denenen metal konsantrasyonlarinda ciddi bir azalma
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17-4.30). 50 ppm’lik Cd(II)’ye maruz kalan
Synechocystis sp. BASO444 izolatinin 12. giinden itibaren, Synechocystis sp.
BASO502 ve BASO671 izolatlarinin 10. giinden itibaren, BASO500, BASO501,
BASO504, BASO508, BASO509 ve BASOS510 izolatlarinin 8. giinden itibaren,
Synechocystis sp. BASO503, BASO507, BASO511 ve BASO672 izolatlarinin 6.
giinden itibaren ve Synechocystis sp. BASO506 izolatinin (Sekil 4.23) 2. giinden
itibaren canliliklarin1 kaybettikleri tespit edilmistir. Syrechocystis sp. BASO506
izolat1 50 ve 45 ppm Cd(II) konsantrasyonlarinda 2. giinden itibaren, 35 ppm Cd(II)
konsantrasyonunda 6. giinden itibaren, 15 ve 25 ppm Cd(II) konsantrasyonunda ise
8. giinden itibaren canliligini kaybetmistir. Bu nedenle biitiin izolatlar igersinde
Cd(II)’den en ¢ok etkilenen izolatin Symechocystis sp. BASOS506 oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.17. Synechocystis sp. BASO444’iin 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.18. Synechocystis sp. BASO500’iin 12 giin boyunca canliligina Cd(II) nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.19. Synechocystis sp. BASO501’in 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.20. Synechocystis sp. BASO502’nin 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.21. Synechocystis sp. BASO503’tin 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.22. Synechocystis sp. BASO504°tin 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.23. Synechocystis sp. BASO506’nin 12 giin boyunca canliligina Cd(II) nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.24. Synechocystis sp. BASO507’nin 12 gilin boyunca canliligina Cd(II) nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.25. Synechocystis sp. BASO508’in 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.26. Synechocystis sp. BASO509’un 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.27. Synechocystis sp. BASO510’un 12 giin boyunca canliligina Cd(II) nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.28. Synechocystis sp. BASOS511’in 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.29. Synechocystis sp. BASO671’in 12 giin boyunca canliligima Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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Sekil 4.30. Synechocystis sp. BASO672’nin 12 giin boyunca canliligina Cd(II)’nin
etkisi (sol Y ekseni kontrol, sag Y ekseni metale maruz kalan hiicreler)
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15 izolatin Cr(VI) ve Cd(II) ortaminda 12 giin boyunca gelisimi ve canlilifi
incelendiginde Synechocystis sp. BASO670 izolatinin her iki metale de diger
izolatlara gore daha ¢ok dayaniklilik gosterdigi tespit edilmistir. 50 ppm Cr(VI)
konsantrasyonuna maruz kalan 15 izolatin 3l 2. giinden itibaren, 2’si 4. giinden
itibaren, 3’1 ise 6. giinden itibaren canliliklarin1 kaybetmistir. Ancak, 50 ppm Cd(II)
konsantrasyonuna maruz kalan izolatlarin 1’1 2. giinden itibaren, 4’1 ise 6. giinden
itibaren canliliklarin1 kaybetmistir. Bu nedenle 12 giin boyunca Cr(VI) ve Cd(Il)’ye
maruz kalan izolatlarin gelisimine ve canliligina en ¢ok etki gosteren metalin Cr(VI),

en az etki gosteren metalin ise Cd(II) oldugu belirlenmistir.

4.2.3. Probit analizi ile Cr(VI) ve Cd(II)’nin ECs¢ (% 50’sini 6ldiiren tahmini

metal konsantrasyonu) degerleri

Klorofil-a ve ECsy (% 50’sini oldiiren tahmini metal konsantrasyonu) sonuglari
degerlendirildiginde 5-50 ppm Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz kalan
Synechocystis sp. BASO670 izolat1 12 giin boyunca canliligin1 korumus ve 6. giine
ait ECso degeri 11,5 ppm olarak tespit edilmistir. ECso degeri en yliksek olan bu
izolat Cr(VI)’dan diger izolatlara nazaran en az etkilenmistir. Cr(VI)’dan en ¢ok
etkilenen Synechocystis sp. BASO506 izolatinda ise 5-50 ppm Cr(VI)
konsantrasyonlarinda ilk itibaren gilinden kontrole gore canliliklarinda azalma

meydana gelmis ve 6. giin ECsy degeri 1,0 ppm olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Diger izolatlarda 50 ppm gibi yiiksek konsantrasyonlarda genellikle canliligin 6-8.
giine kadar dayanirken, 5-50 ppm Cd(II) konsantrasyonlarina maruz kalan
Synechocystis sp. BASO670 izolat1 kontrolle karsilastirildiginda canliliginda azalma
olsa dahi 12 giin boyunca canliligim korumustur. izolatm 6. giine ait ECsy degeri
15,3 ppm olarak tespit edilmistir. Synechocystis sp. BASO506 izolatinda ise 5-50
ppm Cd(II) konsantrasyonlarinda ilk giinden itibaren canliliklarinda azalma meydana

gelmis ve 6. giin ECsy degeri 1,3 ppm olarak tespit edilmistir.
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5-50 ppm Cr(VI) ve Cd(I1)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO506 nin klorofil-
a miktarlar1 kontrol hiicrelerin klorofil-a miktarlar ile karsilastirildiginda, her iki
metal acisindan da canliliklarinin en ¢ok etkilenen izolatlar oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen ECs degerleri de hem Cr(VI)’ya (ECso 1,0 ppm) hem de Cd(II)’ye (ECso
1,3 ppm) maruz kalan Synechocystis sp. BASO506 izolatin klororfil-a sonuglari ile

ortiismektedir.

Calismada kullanilan izolatlar igersinde ECsy degerlerine gore Synechocystis sp.
BASO670 hem Cr(VI) (ECso 11,5 ppm) hem de Cd(II)’den (ECsy 15,3 ppm) en az
etkilenen izolat olarak belirlenmis ve biyosorpsiyon, biyobirikim, SEM, protein ve
stilfidril deneyleri bu izolat ile yapilmistir. Klorofil-a miktarlaria bagli canlilik
grafikleri ile karsilastirildiginda Cr(VI)’'nin, Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
canliligima Cd(IT)’den daha cok etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar ECsg

sonuclarint dogrulamaktadir.

Cizelge 4.4. Siyanobakter izolatlarinin ECso* degerleri

izolatlar Cr(VI) ECsy (ppm) Cd(II) ECs (ppm)
Synechocystis sp. BASO444 6,0 7,2
Synechocystis sp. BASO500 4,0 2,6
Synechocystis sp. BASO501 3,5 2.4
Synechocystis sp. BASO502 3,5 3,1
Synechocystis sp. BASO503 2,9 2,1
Synechocystis sp. BASO504 3,6 5,8
Synechocystis sp. BASO506 1,0 1,3
Synechocystis sp. BASO507 3,8 7,5
Synechocystis sp. BASO508 2,8 5,4
Synechocystis sp. BASO509 2,0 2,2
Synechocystis sp. BASO510 6,2 10,4
Synechocystis sp. BASO511 2,1 5,8
Synechocystis sp. BASO670 11,5 15,3
Synechocystis sp. BASO671 10,5 10,9
Synechocystis sp. BASO672 2,0 2,5

*Cr(VI) ve Cd(Il) agir metallerine maruz kalan siyanobakter izolatlarinin % 50’sini 6ldiiren tahmini
metal dozlar
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ECso degerleri ve metalli ortamda gelisim grafik sonuclarina gore diger calismalarda

denenecek izolat ve metal konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

4.3. Biyosorpsiyon Sonugclar:

4.3.1. Cr(VI) biyosorpsiyonu

Biyosorpsiyon denemelerinde biyosorbent olarak Cr(VI)’dan en az etkilenen
Synechocystis sp. BASO670 izolat1 secgilerek, cansiz, tutuklanmis canli ve
tutuklanmis cansiz hiicrelerinin metal adsorblama kapasitesi iizerine pH, biyokiitle,
sicaklik, Cr(VI) konsantrasyonlar1 ve zaman gibi degigkenlerin etkisi incelenmistir.
Deneyler ii¢ paralelli olarak diizenlenmis ve biyosorpsiyon sonuglari ortalama deger

olarak verilmistir.

Cansiz Hiicrelerle Cr(V1) Biyosorpsiyonu

Atik sularin pH’lart degiskenlik gostermekte olup, degisen pH’larda metal
biyosorpsiyonunun farkli etkilendigi diisiiniilerek Cr(VI)’ya dayanikli siyanobakter
izolatinin cansiz formuna Cr(VI) biyosorpsiyonunda pH’nin etkisi incelenmistir.
Denemeler literatiir arastirmalarina gore 100 ppm Cr(VI) ve 0,05 g biyokiitle ile
diizenlenmistir. Deney sonuglarina gore, cansiz haldeki Synechocystis sp. BASO670
izolat1 Cr(VI)’y1 en yiliksek pH 2’de (Sekil 4.31), 100 ppm Cr(VI)’nin % 32’sini
adsorbe etmistir. Daha sonraki biyosorpsiyon deney setleri de bu pH’ya gore

ayarlanmigtir. SS (standart sapma) £1-3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.31. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz orneklerinin pH’ya bagh
Cr(VI) biyosorpsiyonu (0,05 g biyokiitle; 25 °C; 100 ppm Cr(VI); 60 dak)

Cansiz Synechocystis sp. BASO670 izolatinin farkli biyokiitle miktarlarinin (0,03-0,1
g) Cr(VI) (100 ppm) biyosorpsiyonuna etkisi incelenmistir. 0,05 g biyokiitlede
Cr(VI)’'min yaklasik % 32’°si adsorbe edilmistir. Ancak, 0,05 g biyokiitleden sonra

biyosorpsiyonun sabitlendigi tespit edilmistir (Sekil 4.32). SS =+1-2 arasinda
degismektedir.
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Sekil 4.32. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz 6rneklerinin biyokiitle
miktarina bagli Cr(VI) biyosorpsiyonu (pH 2; 25 °C; 100 ppm Cr(VI);
60 dak)

Cansiz Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI) (100 ppm) biyosorpsiyonunda
sicakligin etkisi incelenmis ve farkli sicakliklarda (20-40 °C) optimum
biyosorpsiyonunun 25 °C’de gergeklestigi, 25 °C flizeri sicakliklarda ise diistiigii
tespit edilmistir (Sekil 4.33). 20 °C’de adsorplanan Cr(VI) miktar1 % 13 iken, 25
°C’de adsorplanan Cr(VI) miktar1 % 32 olarak belirlenmistir. Ancak, 25 °C’nin
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lizerindeki sicakliklarda ise adsorplanan Cr(VI) miktar1 giderek diismiis ve 40 °C’de
Cr(VI)’un % 11’inin adsorplandig1 tespit edilmistir. SS +1-4 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.33. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz 6rneklerinin sicakliga bagh
Cr(VI) biyosorpsiyonu (pH 2; 0,05 g biyokiitle; 100 ppm Cr(VI); 60 dak)

Cr(VI)’nin farkli konsantrasyonlarinda ise, Synechocystis sp. BASO670 izolatinda 50
ppm’den (% 25) 200 ppm’e (% 39) kadar adsorplanan Cr(VI) miktar1 artmis, bu
konsantrasyondan itibaren sabitlendigi gozlenmistir (Sekil 4.34). SS +1-2 arasinda

degismektedir.
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Sekil 4.34. Symechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz Orneklerinin Cr(VI)
konsantrasyonlarina bagli Cr(VI) biyosorpsiyonu (pH 2; 0,05 g
biyokiitle; 25 °C; 60 dak)



91

Zamana baglh olarak Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicrelerinin
Cr(VI) biyosorpsiyonunda, ilk 60 dak’da 100 ppm Cr(VI)’nm % 33’0
adsorplanmistir. 60. dak’dan itibaren en son denenen 24. saate kadar Cr(VI)
biyosorpiyonunun dengeye ulastigi tespit edilmistir. Bu nedenle 120. dak’dan 24.
saate kadar olan sonuclarda bir degisiklik olmadig i¢in sekilde verilmemistir (Sekil

4.35). SS #+1-3 arasinda degismektedir.

40 -
30 |

20 A

% Adsorplanan Cr(VI)

10

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (dak)

Sekil 4.35. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz 6rneklerinin zamana bagl
Cr(VI) biyosorpsiyonu (pH 2; 0,05 g biyokiitle; 25 °C; 100 ppm Cr(VI))

Tutuklanmis hiicrelerde Cr(VI) biyosorpsiyonu

Cr(VI)’ya en dayanikli Synechocystis sp. BASO670 izolatinin canli ve cansiz
hiicreleri Ca-aljinat ile tutuklanarak Cr(VI) biyosorpsiyon kapasitesi belirlenmistir.
Kontrol i¢in ayrica, bos kiireler kullanilmis ve tim denemeler bos kiirelerle de
yapilmistir. Tutuklanmis materyallerin Cr(VI) biyosorpsiyonunda; ayni sekilde
hazirlanan metal ortamlarina, ayr1 olarak, cansiz, canli ve bos (mikroorganizma
icermeyen) kiirelerden 30’ar tane konulmustur. Deneylerde 0,95 g tutuklanmis cansiz
ve 0,99 g tutuklanmis canli biyokiitleler kullanilmigtir. Tutuklanns Synechocystis
sp. BASO670 izolatinin Cr(VI) biyosorpsiyonunda farkli pH, biyokiitle miktarlari,

sicaklik, metal konsantrasyonlar1 ve zamanin etkisi incelenmistir.
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Cansiz ve canli hiicre igeren kiirelerde adsorplama kapasitesi en iy1 pH 2’de
belirlenirken, artan pH’ya bagli olarak her iki oérnekte de adsorplama kapasitesinde
diisme tespit edilmistir. pH 2’de % 49’luk adsorpsiyonla en iyi adsorpsiyonu cansiz
hiicre iceren kiireler gosterirken, canli hiicre igeren kiirelerde adsorplama kapasitesi
% 42 olarak belirlenmistir. Hiicre igermeyen kontrol kiirelerinin de bir miktar Cr(VI)
adsorplama kapasitesi gosterdigi dikkati ¢ekmistir (pH 2’de % 25) (Sekil 4.36). SS

+1-4 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.36. Symnechocystis sp. BASO670 izolatiin tutuklanmig canli ve cansiz
orneklerinin pH’ya bagli Cr(VI) biyosorpsiyonu (30’ar kiire; 25 °C; 100
ppm Cr(VI); 60 dak)

Canl1 ve cansiz hiicreler igeren kiireler Cr(VI) adsorblanmasi bakimindan mukayese
edildiginde biyokiitledeki artisa ile birlikte her ikisinin de adsorblanma
kapasitelerinin arttig1 belirlenmistir. En yiliksek alimim 60 kiire ile yapilan
denemelerde elde edilmis ve tutuklanmis cansiz hiicreler 100 ppm Cr(VI)’nin %
64’lini, tutuklanmis canli hiicreler % 54’lni, bos kiireler ise % 32’sini adsorbe

etmistir (Sekil 4.37). SS £1-4 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.37. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig canli ve cansiz
orneklerinin biyokiitle miktarlarina bagli Cr(VI) biyosorpsiyonu (pH 2;
25 °C; 100 ppm Cr(VI); 60 dak)

20-40 °C arasindaki sicakliklarda ise cansiz ve canli tutuklanmis hiicrelerde en
yliksek biyosorpsiyonun 25 °C’de gergeklestigi tespit edilmistir. Canli ve cansiz
hiicreler iceren kiireler Cr(VI) adsorblanmasi bakimindan mukayese edildiginde 25
°C sicaklikta her ikisinin de adsorblanma kapasitelerinin arttigi belirlenmis ve
tutuklanmis cansiz hiicrelerin Cr(VI) adsorpsiyonunun daha yiiksek oldugu
goriilmiistir (% 49). En iyi adsorplanmanin gergeklestigi 25 °C’de tutuklanmis
cansiz hiicrelerin Cr(VI) adsorpsiyonu, tutuklanmis canli hiicrelerden % 7 oraninda

daha fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 4.38). SS +1-3 arasinda degigsmektedir.
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Sekil 4.38. Symnechocystis sp. BASO670 izolatiin tutuklanmig canli ve cansiz
orneklerinin sicakliga bagh Cr(VI) biyosorpsiyonu (pH 2; 30’ar kiire;
100 ppm Cr(VI); 60 dak)
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Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis canli ve tutuklanmis cansiz
orneklerinin ~ 50-300 ppm  baslangic  konsantrasyonlarmma  bagli  Cr(VI)
biyosorpsiyonunda, 200 ppm’e kadar biyosorpsiyonun arttigi, 200 ppm’de
tutuklanmig canli hiicrelerin % 53, tutuklanmis cansiz hiicrelerin ise % 63 oraninda
Cr(VI) adsorpladig: tespit edilmistir. 200 ppm’den itibaren ise her iki ornek igin
Cr(VI) adsorpsiyonunun sabit kaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.39). SS +1-5 arasinda
degismektedir.
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Sekil 4.39. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig canli ve cansiz
hiicrelerinin Cr(VI) konsantrasyonlarina bagli Cr(VI) biyosorpsiyonu
(pH 2; 30’ar kiire; 25 °C; 60 dak)

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis cansiz hiicrelerinin  ve
tutuklanmis canli hiicrelerinin zamana bagli Cr(VI) biyosorpsiyonunda ornekler
toplam 24 saat 100 ppm Cr(VI)’ya maruz birakilmis, tutuklanmis cansiz hiicrelerin
30. dak’dan, tutuklanmis canli hiicrelerin ise 60. dak’dan itibaren Cr(VI)
adsorpsiyonlarin sabit kaldig1 goriilmiistiir. Tutuklanmig cansiz hiicreler ilk 30.
dak’da 100 ppm Cr(VI)’nin % 47’sini, tutuklanmig canli hiicreler ise 60. dak’da %
42’sini adsorpladigi tespit edilmistir. 120. dak’dan 24. saate kadar olan sonuglarda
bir degisiklik olmadigi i¢in sekilde verilmemistir (Sekil 4.40). SS +1-4 arasinda
degismektedir.
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Sekil 4.40. Symnechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig canli ve cansiz
orneklerinin zamana bagli Cr(VI) biyosorpsiyonu (pH 2; 30’ar kiire; 25
°C; 100 ppm Cr(VI))

Deneylerde uygulanan optimum sartlarda tutuklanmis cansiz hiicreler 100 ppm
Cr(VI)’nin yaklasik % 49’unu, tutuklanmis canli hiicreler % 42’sini, cansiz hiicreler
ise % 32’sini adsorpladig goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gére Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin tutuklanmis cansiz 6rnekleri tutuklanmis canli 6rneklerden daha
cok Cr(VI) adsorpladigi tespit edilmistir. Bu calismada tutuklama ajani olarak Na-
ajinat kullanilmigtir. Cr(VI) adsorpsiyonuna katkisini belirlemek igin kontrol olarak
bos Ca-aljinat kiireleri kullanilarak mukayese edilmistir. Yapilan her denemede bos

kiirelerin de Cr(VI)’y1 adsorpladig1 gortilmiistiir.

4.3.2. Cd(II) biyosorpsiyonu

Cd(II)’ye en dayanikli ve ECsy degeri en yiiksek olan Synechocystis sp. BASO670
izolat1 biyosorbent olarak secilmis, cansiz, tutuklanmis cansiz ve tutuklanmig canli
hiicrelerinin ~ Cd(I)  biyosorpsiyonuna  pH, biyokiitle, sicaklik, metal
konsantrasyonlari ve zaman gibi degiskenlerin etkisi incelenmistir. Deneyler ii¢
paralelli olarak diizenlenmis ve biyosorpsiyon sonuglari ortalama deger olarak

verilmigtir.
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Cansiz Hiicrelerde Cd(11) Biyosorpsiyonu

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin metal sorpsiyonunda pH’nin etkisini
incelemek tizere farkli pH’lardaki (pH 2-8) Cd(II) c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Denemeler literatiir arastirmalarima gore 100 ppm Cd(II) ve 0,05 g biyokiitle ile
diizenlenmistir. Deney sonuglarina gére cansiz formdaki Synechocystis sp. BASO670
izolatinun Cd(II)’yi en diisiik asidik pH’larda adsorpladigi, en yiiksek de pH 7’de;
100 ppm Cd(II)’nin % 49’unu adsorbe ettigi belirlenmistir. SS +1-2 arasinda
degismektedir. Daha sonraki biyosorpsiyon deney setleri de bu pH’ya gore

ayarlanmustir.
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Sekil 4.41. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz orneklerinin pH’ya bagl
Cd(II) biyosorpsiyonu (0,05 g biyokiitle; 25 °C; 100 ppm Cd(II); 60 dak)

Cansiz Synechocystis sp. BASO670 izolatinin biyokiitlesindeki artisa paralel (0,03-
0,1 g) Cd(I) biyosorpsiyonunun da artigi gozlenmistir. 0,05 g biyokiitlede
Cr(VI)’'nin yaklasik % 47’si adsorbe edilirken, maksimum Cd(II) adsorpsiyonu 0,08
g biyokiitlede, % 62 olarak belirlenmistir. Bu biyokiitleden sonra kullanilan 0,1 g
biyokiitlede biyosorpsiyonun sabitlendigi tespit edilmistir (Sekil 4.42). SS +1-4

arasinda degismektedir.
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Sekil 4.42. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz Orneklerinin biyokiitle
miktaria bagli Cd(Il) biyosorpsiyonu (pH 7; 25 °C; 100 ppm Cd(II); 60
dak)

Farkli sicakliklarin Cd(IT) biyosorpsiyona etkisi incelendiginde, Synechocystis sp.
BASO0670 izolatinin 20-40 °C arasindaki sicakliklarda maksimum biyosorpsiyonun
(% 48) 25 °C’de gergeklestigi gozlenmistir (Sekil 4.43). Synechocystis sp. BASO670
izolatinin cansiz hiicrelerinde, sicaklik 20 °C’den (% 12) 25 °C’ye (% 48) ¢iktiginda
Cd(II) adsorpsiyonu % 36 oraninda artmustir. 25 °C’den 40 °C’ye kadar Cd(II)
adsorpsiyonunda azalma oldugu tespit edilmistir. 40 °C’de 100 ppm Cd(II)’nin %
17’s1 adsorplanmustir. SS £1-4 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.43. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz 6rneklerinin sicakliga bagh
Cd(II) biyosorpsiyonu (pH 7; 0,05 g biyokiitle; 100 ppm Cd(II); 60 dak)



98

Cd(IT)’nin ¢esitli baslangi¢ konsantrasyonlarinda ise Synechocystis sp. BASO670
izolatinin cansiz hiicreleri 50 ppm’den (% 22) 250 ppm’e (% 76) kadar adsorplanan
Cd(II) miktar1 artmis, bu konsantrasyondan itibaren sabitlendigi goézlenmistir.
Maksimum Cd(II) adsorpsiyonunun 250 ppm’de % 76 oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.44). SS £1-3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.44. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz Orneklerinin  Cd(II)
konsantrasyonlarina bagli Cd(II) biyosorpsiyonu (pH 7; 0,05 g
biyokiitle; 25 °C; 60 dak)

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicrelerinin zamana bagli Cd(II)
biyosorpsiyonunda ilk 15 dak boyunca biyosorpsiyonun arttigi, bu dak’dan itibaren
alinimin sabitlendigi tespit edilmistir. 1lk 15 dak’da cansiz Synechocystis sp.
BASO670 izolat1 100 ppm’lik Cd(II)’nin % 46’sin1 adsorbe etmistir (Sekil 4.45). SS

+1-2 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.45. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz 6rneklerinin zamana bagh
Cd(II) biyosorpsiyonu (pH 7; 0,05 g biyokiitle; 25 °C; 100 ppm Cd(II))

Tutuklanmis Hiicrelerde Cd(1I) Biyosorpsiyonu

Cd(II)’ye en ¢ok dayaniklilik gdsteren Synechocystis sp. BASO670 izolat1 Ca-aljinat
ile canl1 ve cansiz halde tutuklanarak Cd(II) biyosorpsiyon kapasiteleri belirlenmistir.
Kontrol i¢in ayrica, bos kiireler kullanilmis ve tiim denemeler bos kiirelerle de
yapilmustir. Izolatin tutuklanmis canli ve cansiz hiicrelerinin pH’ya, biyokiitle
miktarina, sicakliga, metal konsantrasyonlarina ve zamana bagh Cd(Il)

biyosorpsiyonu incelenmistir.

Tutuklanmis canli ve cansiz Synechocystis sp. BASO670 izolatinin 100 ppm’lik
Cd(I1)’yi maksimum pH 7’de adsorbe ettigi tespit edilmistir. Canl1 ve cansiz hiicreler
iceren kiireler pH’ya bagli Cd(II) adsorblanmasi mukayese edildiginde pH 7’ye
kadar her ikisinin de adsorblanma kapasitelerinin arttig1 belirlenmistir. Tiim pH’larda
tutuklanmig cansiz hiicrelerin, tutuklanmis canli hiicrelere gére daha fazla Cd(II)
adsorpladig1 dikkati g¢ekmistir. Ayni zamanda bos kiirelerle (kontrol) yapilan
denemelerde bunlarin metali adsorplama kapasitesinin oldugu goriilmiistiir. En iyi
sonu¢ alian tutuklanmis cansiz hiicrelerin, pH 7°de Cd(II)’yi adsorplama kapasitesi

% 64 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.46). SS £1-5 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.46. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis canli ve cansiz
orneklerinin pH’ ya bagli Cd(II) biyosorpsiyonu (30’ar kiire; 25 °C; 100
ppm Cd(II); 60 dak)

Canl1 ve cansiz hiicreler igeren kiireler Cd(Il) adsorblanmasi bakimindan mukayese
edildiginde, biyokiitledeki artis ile birlikte her ikisinin de adsorblanma
kapasitelerinin arttig1 belirlenmistir. En yiiksek Cd(II) alinim1 60 kiire ile yapilan
denemelerde elde edilmis ve Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig
cansiz hiicreleri 100 ppm Cd(II)’nin % 86’sin1, tutuklanmis canli hiicreleri % 80’ini,
bos kiireler ise % 59’unu adsorbe etmistir (Sekil 4.47). SS +1-6 arasinda
degismektedir.
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Sekil 4.47. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis canli ve cansiz
orneklerinin biyokiitle miktarina bagli Cd(II) biyosorpsiyonu (pH 7; 25
°C; 100 ppm Cd(II); 60 dak)
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20-40 °C arasindaki sicakliklarda canli ve cansiz hiicreler igeren kiireler Cd(II)
adsorblanmasi bakimindan mukayese edildiginde, 25 °C sicaklikta her ikisinin de
adsorblanma kapasitelerinin arttig1 belirlenmis ve tutuklanmis cansiz hiicrelerin
Cd(II) adsorpsiyonunun daha yiiksek oldugu goriilmistir (% 65). En iyi
adsorplanmanin gergeklestigi 25 °C’de tutuklanmis cansiz hiicrelerin - Cd(II)
adsorpsiyonu, tutuklanmig canli hiicrelerden (% 56) % 9 oraninda daha fazla oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.48). SS £1-4 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.48. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig canli ve cansiz
orneklerinin sicakliga bagli Cd(Il) biyosorpsiyonu (pH 7; 30’ar kiire;
100 ppm Cd(II); 60 dak)

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis canli ve cansiz &rnekleri
Cd(II)’nin 50-300 ppm konsantrasyonlarinda, 250 ppm’e kadar biyosorpsiyonun
arttig1 belirlenmistir. 250 ppm’de tutuklanmis canli hiicrelerin % 85, tutuklanmis
cansiz hiicrelerin ise % 94 oraninda Cd(II) adsorpladigi, 250 ppm’den itibaren ise her
iki 6rnek i¢in Cd(II) adsorpsiyonunun sabit kaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.49). SS

+1-4 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.49. Symechocystis sp. BASO670 izolatiin tutuklanmig canli ve cansiz
orneklerinin Cd(II) konsantrasyonlarina bagli Cd(II) biyosorpsiyonu
(pH 7; 30’ar kiire; 25 °C; 100 ppm Cd(II); 60 dak)

Synechocystis  sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis cansiz hiicrelerinin  ve
tutuklanmig canli hiicrelerinin zamana bagli Cd(II) biyosorpsiyonunda 6rnekler 24
saat boyunca 100 ppm Cd(II)’ye maruz birakilmis, tutuklanmis canli ve cansiz
hiicrelerin 15. dak’da Cd(II)’yi maksimum diizeyde adsorbe ettigi, bu dak’dan sonra
adsorpsiyonun sabit kaldigi gorilmiistiir. Tutuklanmis cansiz hiicrelerin ilk 15.
dak’da 100 ppm Cd(II)’nin % 62’sini, canli hiicrelerin ise % 58’ini adsorpladig:
tespit edilmistir (Sekil 4.50). SS £1-5 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.50. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis canli ve cansiz
orneklerinin zamana bagli Cd(II) biyosorpsiyonu (pH 7; 30’ar kiire; 25
°C; 100 ppm Cd(II))
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Elde edilen biitin sonuglara gore Cr(VI) ve Cd(Il) agir metallerinin
biyosorpsiyonunda siyanobakter izolatlarindan Synechocystis sp. BASO670’lin
tutuklanmig cansiz hiicreleri, cansiz hiicrelerine ve tutuklanmig canli hiicrelerine gore
her iki metali daha ¢ok adsorpladig: tespit edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda
Cd(IT) agir metalinin gideriminin tiim denemelerde, Cr(VI) gideriminden daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

4.4. Biyosorpsiyon-Desorpsiyon Dongiisii ve Biyokiitlelerin Tekrar Kullanim

Biyosorpsiyonun endiistriyel uygulamalara uygun olabilmesi i¢in kullanilan
biyokiitlenin metal biyosorpsiyon ve desorpsiyon yeteneginin bilinmesi
gerekmektedir. Biyokiitleye tutunan metaller, g¢esitli c¢ozeltiler kullanilarak geri
kazanilabilmektedir. Kullanilan biyokiitlenin cinsi ve biiyiikliigline gore bir¢ok
biyosorpsiyon-desorpsiyon donglisii uygulanarak biyokiitle tekrarli kullanilarak

biyoteknolojik acidan avantaj saglamaktadir.

Bu ¢alismada, Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis cansiz ve
tutuklanmig canli hiicrelerinin Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonu i¢in Boliim 4.3°te
belirlenen uygun biyosorpsiyon sartlarinda tekrar biyosorpsiyonlar1 calisilmis ve
hemen ardindan her iki metalin desorpsiyonlart denenmis ve kullanilan

biyokiitlelerin ¢oklu kullanilabilirlik potansiyeli belirlenmistir.

4.4.1. Cr(VI) desorpsiyonu ve biyokiitlelerin tekrar kullanilabilirligi

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmig canli ve cansiz
biyokiitleleri ile kontrol olarak kullanilan bos kiirelerin Cr(VI) gideriminde
belirlenen, optimum sartlarda 5 defa biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisiine tabi
tutulmustur. Desorpsiyon i¢in 50 mL 0,1 mol/L HCI ¢dzeltisi kullanilarak tutunan

Cr(VI)’ nin serbest kalmas1 saglanmistir. Deneyler {i¢ paralelli olarak yapilmistir.

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri i¢in 5 biyosorpsiyon-

desorpsiyon dongiisii denenmistir. Ilk déngiide Cr(VI)’nin % 33’iinii tutan cansiz
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hiicreler, tutunan Cr(VI)’ nin % 28’ini desorbe etmistir. Denenen 2., 3., 4. ve 5.
dongiilerde biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlari azalmistir. 5. dongiide tutulan
Cr(VI) miktar1 % 14 iken, desorpsiyon miktarinin % 12 oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, 5 dongiide cansiz biyokiitlede tutunan Cr(VI)’'nin % 86-92’si

geri kazanilmistir (Sekil 4.51). SS £1-3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.51. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicrelerinin Cr(VI)
biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 2; 0,05 g biyokiitle; 25 °C;
100 ppm Cr(VI), 60 dak).

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis cansiz hiicreleri ile 5
biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii denenmistir. Tutuklanmis cansiz hiicreler, ilk
dongiide Cr(VI)’min % 50’sini tutmus ve tutunan Cr(VI)’nin % 43’ilinii desorbe
etmistir. 1., 2. ve 3., dongiilerde biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlarinin sabit
kaldigi, 4. ve 5. dongiilerde ise azaldigi goriilmiistiir. 5. dongiide tutulan Cr(VI)
miktart % 41 iken desorpsiyon miktarmin % 37 oldugu tespit edilmistir. 5 dongiide
tutuklanmis cansiz biyokiitleye tutunan Cr(VI)’min % 86-90’1 geri kazanilmistir
(Sekil 4.52). SS +1-3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.52. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis cansiz hiicrelerinin
Cr(VI) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 2; 30 kiire; 25 °C; 100
ppm Cr(VI), 60 dak).

Synechocystis  sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis canli hiicreleri ile 5
biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii denenmistir. Ilk déngiide Cr(VI)’nin % 41’ini
tutan tutuklanmis canli hiicreler, tutunan Cr(VI)’ nin % 36’sin1 desorbe etmistir.
biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlarinin 1. ve 2. dongiilerde sabit kaldigi, 3., 4. ve
5. dongiilerde ise azaldig1 belirlenmistir. 5. dongiide ise tutulan Cr(VI) miktar1 % 21
iken desorpsiyon miktarinin % 19 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara goére
5 dongilide tutuklanmig canli biyokiitlede tutunan Cr(VI)’nin % 89-96’s1 geri
kazanilmistir (Sekil 4.53). SS £2-3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.53. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig canli hiicrelerinin
Cr(VI) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 2; 30 kiire; 25 °C; 100
ppm Cr(VI), 60 dak).

Kontrol olarak denemelerde bos kiireler kullanilmis ve bos kiireler ile diger
denemelerde oldugu gibi 5 biyosorpsiyon-desorpsiyon déngiisii denenmistir. 1k
dongiide Cr(VI)’nin % 25’ini tutan bos kiireler, tutunan Cr(VI)’min % 23’{ini
desorbe etmistir. 1. ve 2. dongiilerde biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlar1 sabit
kalmis, 3., 4. ve 5. dongiilerde ise biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlari
azalmistir. 5. dongilide tutulan Cr(VI) miktar1 % 18 iken desorpsiyon miktarinin % 16
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 5 dongiide bos kiirelere tutunan
Cr(VD)’nin % 86-94°1 geri kazanmlmustir (Sekil 4.54). SS +1-2 arasinda
degismektedir.
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Sekil 4.54. Bos kiirelerin Cr(VI) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 2; 30
kiire; 25 °C; 100 ppm Cr(VI), 60 dak).

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri
genel olarak degerlendirildiginde 5. dongiide tutuklanmis cansiz hiicrelerin
biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlari, cansiz ve tutuklanmis canli hiicrelerden
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ozellikle cansiz hiicrelerinde biyosorpsiyon-
desorpsiyon dongiisiinde dongii sayisi arttikca metal alimimi ve geri kazanimi
azalmaktadir. Bu azalmanin nedeni her dongiide yikama isleminden sonra biyokiitle
kaybindan  kaynaklanmaktadir. Besinci  dongiiden sonra  biyokiitlelerde
deformasyonlar meydana gelmistir. Elde edilen sonuglara gore biitiin denemelerde 5

dongiide kullanilan her biyokiitleye tutunan Cr(VI)’nin % 86-96’s1 geri kazanilmustir.

4.4.2. Cd(II) desorpsiyonu ve biyokiitlelerin tekrar kullamlabilirligi

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmig cansiz, tutuklanmis canli
biyokiitleleri ve bos kiireler daha once Cd(II) gideriminde belirlenen optimum
sartlarda 5 defa biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisiine tabi tutulmustur. Desorpsiyon
icin 50 mL 0.1 mol/L HCI ¢ozeltisi kullanilarak tutunan Cd(II)’nin serbest kalmasi

saglanmigtir. Deneyler 1ii¢ paralelli olarak diizenlenmis, biyosorpsiyon ve
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desorpsiyon sonuclar1 ortalama deger olarak verilmistir. SS #+1-5 arasinda

degismektedir.

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri ile 5 biyosorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii denenmistir. ilk déngiide, cansiz hiicrelerin Cd(II)’ nin %
48’ini tuttugu ve tutunan Cd(II)’ nin % 44’lnii desorbe ettigi belirlenmistir. 1.
dongiiden 5. dongiiye kadar biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlarinin azaldigi
goriilmistiir. 5. dongiide tutulan Cd(IT) miktar1 % 30 iken desorpsiyon miktarinin %
27 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 5 dongiide cansiz biyokiitlede
tutunan Cd(II)’nin % 90-93°1 geri kazamlmistir (Sekil 4.55). SS +1-2 arasinda
degismektedir.
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Sekil 4.55. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicrelerinin Cd(II)
biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 7; 0,05 g biyokiitle; 25 °C;
100 ppm Cd(II), 60 dak).

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis cansiz hiicreleri ile 5
biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii denenmis ve ilk dongiide Cd(II)’nin % 67’sini
tutan tutuklanmis cansiz hiicreler, tutunan Cd(II)’ nin % 61’ini desorbe etmistir. 1.
dongiiden 5. dongiiye kadar biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlari azalmistir. 5.

dongiide tutulan Cd(IT) miktar1 % 51 iken desorpsiyon miktarinin % 49 oldugu tespit
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edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 5 dongiide tutunan Cd(II)’nin % 92-97’si geri
kazanilmistir (Sekil 4.56). SS £3-5 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.56. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis cansiz hiicrelerinin
Cd(1I) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 7; 30 kiire; 25 °C; 100
ppm Cd(II), 60 dak).

Tutuklanmis canli hiicreleri ile 5 biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii denenmistir.
Tutuklanmis canli hiicrelerin ilk dongiide Cd(II)’nin % 57’sini tuttugu ve tutunan
Cd(II)’nin % 52’sini desorbe ettigi tespit edilmistir. 1. dongiiden 5. dongliye kadar
biyosorpsiyon ve desorpsiyon miktarlarinin azaldigi goriilmistiir. 5. dongiide tutulan
Cd(II) miktar1 % 32 iken, desorpsiyon miktarinin % 30 oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore 5 dongiide tutuklanmis canli biyokiitlede tutunan Cd(II)’nin %

92-98’si geri kazanilmistir (Sekil 4.57). SS £2-4 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.57. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig canli hiicrelerinin
Cd(II) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 7; 30 kiire; 25 °C; 100
ppm Cd(II), 60 dak).

Kontrol amacli kullanilan bos kiireler ile 5 biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii
denenmistir. Birinci dongiide Cd(II)’ nin % 36’sin1 tutan bos kiireler, tutunan
Cd(II)’nin % 35’ini desorbe etmistir. 1. dongiiden 5. dongliye kadar biyosorpsiyon ve
desorpsiyon miktarlari azalmistir. 5. donglide tutulan Cd(II) miktart % 25 iken
desorpsiyon miktarinin % 23 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 5
dongiide bos kiirelere tutunan Cd(II)’nin % 90-98’si geri kazamilmistir (Sekil 4.58).
SS £2-3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.58. Bos kiirelerin Cd(II) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri (pH 7; 30
kiire; 25 °C; 100 ppm Cd(II), 60 dak).

Canli, tutuklanmis canli ve tutuklanmis cansiz biyokiitleleri kullanilan Synechocystis
sp. BASO670 izolatinin Cd(II) biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri genel olarak
degerlendirildiginde, tutuklanmis cansiz hiicrelerin ¢alismada kullanilan diger
biyokiitlelere gore daha verimli oldugu tespit edilmistir. Diger biyokiitleler ile
mukayese edildiginde, cansiz hiicrelerde dongii sayis1 arttikca Cd(II) alinim1 ve geri
kazaniminin azaldig1 dikkat ¢ekmistir. Bu azalmanin nedeni her dongiide yikama
isleminden sonra biyokiitle kaybindan kaynaklanmaktadir. Besinci dongiiden sonra
kullanilan biitiin biyokiitlelerde deformasyonlar meydana gelmistir. Elde edilen
sonuclara gore 5 dongiide kullanilan her biyokiitleye tutunan Cd(II)’nin % 90-98’si

geri kazanilmistir.

Her iki metal (Cr(VI) ve Cd(II)) biyosorpsiyon-desorpsiyon ve tekrar kullanim
acisindan degerlendirildiginde, Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig
cansiz hiicreleri kullanilan diger biyokiitlelerden daha yiiksek oranda metali tutma ve
geri birakma kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir. Bu g¢alismada kullanilan
biyokiitlelerin (canli, tutuklanmis canli ve tutuklanmis cansiz) Cd(Il) biyosorpsiyon
ve desorpsiyon kapasitelerinin Cr(VI) biyosorpsiyon ve desorpsiyon kapasitelerinden

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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4.5. Biyobirikim

Boliim 4.2.3°de Synechocystis sp. BASO670 izolatina Cr(VI) ve Cd(I)’nin ECsg
degerleri sirastyla 11,5 ve 15,3 ppm olarak belirlenmis ve Cizelge 4.4’de verilmistir.
Bu sonuca gore Synechocystis sp. BASO670 diger izolatlar arasinda Cr(VI) ve Cd(II)
metallerinden en az etkilenen izolattir. Biyobirikim deneyleri i¢in metal
konsantrasyonlar1 bu sonuglar dikkate alinarak ayarlanmistir (10 ppm Cr(VI), 10
ppm Cd(I) ve 10’ar ppm Cr(VI)+Cd(Il)). Canli kiltiir olarak kullanilan
Synechocystis  sp. BASO670 izolatinin Cr(VI), CddI) ve Cr(VI)+Cd(I)
uygulamalarindaki biyobirikim kapasitelerini belirlemek i¢in 7 giin boyunca bu

metallere maruz birakilmislardir.
4.5.1. Cr(VI) biyobirikimi

10 ppm Cr(VI) i¢in 7 giinliik siire i¢inde suda kalan, Synechocystis sp. BASO670
izolat1 tarafindan hiicre yiizeyinde toplanan ve hiicre i¢inde biriktirilen Cr(VI)’'nin

ylizde oranlar1 Sekil 4.59-4.61°de gosterilmistir.

Suda kalan Cr(VI) miktarinda 120. dak’ya kadar azalma oldugu goriilmektedir. 120.
dak’dan itibaren ise Cr(VI) miktar1 sabit kalmistir. Elde edilen sonuglara gore 7.
giiniin sonunda 10 ppm Cr(VI)’nin % 80’1 suda kalmis, % 9’u izolat tarafindan

giderilmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59. Biyobirikim ile suda kalan % Cr(VI) miktar
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Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI) alinimi hiicre ylizeyine toplanma ve
hiicre igersine alinim seklinde iki asamada gerceklesmistir. Hiicre yiizeyine toplanan
Cr(VI) miktar1 0. dak’dan itibaren 6. giline kadar arttig1, 6. glinden itibaren ise 7. giine
kadar sabit kaldig1 tespit edilmistir. Yedinci giiniin sonunda 10 ppm Cr(VI)'nin %
7’si hiicre ylizeyinde toplanmistir (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicre ylizeyinde toplanan %
Cr(VI) miktar1

Ik 120 dak boyunca hiicre igersine Cr(VI) almnimi olmanustir. 120. dak’dan itibaren
7. giine kadar Cr(VI)’nin hiicre igersine alindigi tespit edilmistir. Yedinci giliniin

sonunda 10 ppm Cr(VI)’nin % 2’si hiicre igine almistir (Sekil 4.61).
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Sekil 4.61. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicre i¢ine aliman % Cr(VI)
miktari
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4.5.2. CA(IT) biyobirikimi

10 ppm Cd(II) i¢in 7 giinliik siire i¢inde suda kalan, Synechocystis sp. BASO670
izolat1 tarafindan hiicre yiizeyinde toplanan ve hiicre i¢inde biriktirilen Cd(II)’nin

ylizde oranlar1 Sekil 4.62-4.64’de gosterilmistir.

Suda kalan Cd(II) miktarinda 2. giine kadar azalma oldugu goriilmektedir. 2. giinden
itibaren ise Cd(II) miktar1 sabit kalmistir. Elde edilen sonuglara gore 7. giiniin
sonunda 10 ppm Cd(II)’nin % 7’si suda kalmis, % 93’1 izolat tarafindan giderilmistir
(Sekil 4.62).
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Sekil 4.62. Biyobirikim ile suda kalan % Cd(II) miktar1

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cd(II) alinimi hiicre yiizeyine toplanma ve
hiicre igersine alinim seklinde iki asamada gerceklesmistir. Hiicre yiizeyine toplanan
Cd(II) miktart alinim1 ¢ok hizli olup 0. dak’da 10 ppm Cd(II)’nin % 66’s1 izolatinin
hiicre ylizeyine tutunmustur. Hiicre ylizeyine alinimin 0. dak’dan itibaren 2. giine
kadar arttig1, 2. giinden itibaren ise 7. giine kadar sabit kaldig: tespit edilmistir. Izolat
10 ppm Cd(II)’nin % 89’unu hiicre ylizeyine toplamistir (Sekil 4.63).
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Sekil 4.63. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicre yiizeyine toplanan % Cd(II)
miktari

Hiicre igersine alinan Cd(IT) miktar1 0. dak’dan itibaren 7. giine kadar arttig1 tespit
edilmistir. Yedinci giiniin sonunda 10 ppm Cd(II)’nin % 4’0 hiicre igine almistir

(Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicre i¢ine alinan % Cd(II)
miktari

Elde edilen sonuglara gore Synechocystis sp. BASO670 izolat1 canli olarak Cd(II)’yi
Cr(VI)’ya nazaran daha ¢ok tercih ederek ¢ogunu hiicre ylizeyine ve ¢ok azini hiicre
icersine almistir. Her iki metal agisindan bakildiginda hiicre i¢ine alinim eser

miktardadir.

4.5.3. Cr(VI) ve Cd(II) metal karisiminin biyobirikimi

Mikroorganizmalar ¢cogu zaman sanayi atiklari ile kirlenmis sularda ayn1 anda bir¢ok

metale birden maruz kalmaktadirlar. Birden fazla metale maruz kalan hiicrelerin tek
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metale maruz kalan ayni hiicrelerden alinim acgisindan farkli davranabildigi
bilinmektedir. Bolim 4.5.1 ve 4.5.2’de Cr(VI) ve Cd(II)’ nin tek tek biyobirikim
kapasiteleri verilen Synechocystis sp. BASO670 izolat1 10 ppm Cr(VI) ve 10 ppm

Cd(IT) metal karigimina maruz birakilarak biyobirikimi incelenmistir.

10 ppm Cr(VI) ve 10 ppm Cd(II) metal karisimi ig¢in 7 giinliik siire i¢inde suda kalan,
Synechocystis sp. BASO670 izolati tarafindan hiicre yiizeyinde toplanan ve hiicre
icinde biriktirilen Cr(VI)+Cd(II)’nin yiizde oranlar1 Sekil 4.65-4.67°de gosterilmistir.

Ikinci giine kadar suda kalan Cr(VI) miktarinda bir degisiklik goriilmemis, 2. giinden
itibaren 7. giine kadar azalma oldugu tespit edilmistir. Cd(II)’nin ise 5. dak’da dahi
cok az miktar1 suda kalmus, 7. gline kadar miktar1 azalmaya devam etmistir. 7. gliniin
sonunda 10 ppm Cr(VI)’nmin % 69’u suda kalmis, % 28’1 izolat tarafindan
giderilmigtir. 7. glinde 10 ppm Cd(II)’nin ise % 2’si suda kalmis, % 96’s1 izolat
tarafindan giderilmistir (Sekil 4.65).
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Sekil 4.65. Biyobirikim ile suda kalan % Cr(VI) ve Cd(II) miktar1

Hiicre ylizeyine alinan metal miktarlar1 incelendiginde, 10’ar ppm Cr(VI) ve
Cd(IlI)’ye maruz kalan Symechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI)’ya nazaran
Cd(II)’yi tercih ettigi goriilmektedir. 0. dak’dan 7. giine kadar Cr(VI) igin hiicre
yilizeyinde toplanma goriillmezken, 10 ppm Cd(II)’nin daha 5. dak’da % 82’si hiicre
ylzeyinde toplanmistir. 7. giiniin sonunda 10 ppm Cd(II)’nin hemen hemen

tamamina yakini (% 96) hiicre ylizeyinde toplandig: tespit edilmistir (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicre ylizeyinde toplanan %
Cr(VI) ve Cd(IT) miktar1

Cr(VI) ve Cd(II)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicre i¢ine
alman metal miktar1 incelendiginde Cd(I)’nin hiicre igersine alinmadigi
goriilmistiir. 1. gline kadar Cr(VI) alinimi da goriilmezken, 1. giinden itibaren alinim
baslamis ve 7. gline kadar devam etmistir. 7. giiniin sonunda 10 ppm Cr(VI)’nin %

28’1 hiicre igersine alinmistir (Sekil 4.67).
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Sekil 4.67. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicre i¢ine alinan % Cr(VI) ve
Cd(II) miktar

Synechocystis  sp. BASO670 izolatinin  biyobirikim  ¢aligmast  sonuglari
degerlendirildiginde; Cr(VI) ve Cd(II) metalleri tek basina kullanildiklarinda Cd(II)
gideriminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her iki metal acisindan giderim
daha cok hiicre yiizeyinde toplanma seklinde olmustur. Ancak, hiicre yiizeyine
toplanan Cd(II) miktarinin, yiizeye toplanan Cr(VI) miktarindan daha fazla oldugu
belirlenmistir. Hiicre icersine alinan metal miktarinin, hiicre yiizeyinde toplanan

metal miktarindan ¢ok daha az oldugu dikkati ¢ekmistir.
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4.6. SEM Analizi ile Cr(VI), Cd(II) Ve Cr(VI)+Cd(II)’nin Synechocystis sp.
BASO0670 izolatina Etkilerinin incelenmesi

Biyobirikim ¢aligmalar1 ile ayni sartlarda inkiibasyona birakilmis, Cr(VI), Cd(II) ve
metal karisimlarina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin elektron

mikroskobu goriintiileri ve goriintiilerin elementel analiz sonuclar1 incelenmistir.

Elektron mikroskobu ¢ekimleri i¢in; kontrol, 10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) ve 10’ar
ppm Cr(VI)+Cd(Il) olmak iizere 4 farkli kiiltiir hazirlanmistir. Kontrol olarak
kullanilan hiicre kiiltiirleri agir metal icermemektedir. 7 giin inkiibasyona birakilan
kiiltiirlerde, siyanobakter hiicrelerinin yapisinda meydana gelen degisiklikler elektron
mikroskobu ile goriintiilenmistir. Gortintiisii ¢ekilen alanlardaki element dagilimlari

X-1511 analizorii (Energy dispersive X-1s1n1 spectroscopy, EDS) ile belirlenmistir.

4.6.1. Kontrol hiicrelerinin elektron mikroskop goriintiileri

Kontrol olarak; agir metal icermeyen BG11 besiyerinde 7 giin siire ile inkiibasyona
birakilmis Synechocystis sp. BASO670 hiicrelerinin taramali elektron mikroskop
cekimleri ve EDS ile elementel analizleri yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.3’de

gosterilmistir.

Taramali elektron mikroskop kontrol hiicrelere ait goriintiide normal gelisimini
stirdiiren boliinme durumundaki tipik Synechocystis sp. hiicreleri goriilmektedir

(Resim 4.3).
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Resim 4.3. Kontrol Synechocystis sp. BASO670 hiicrelerinin SEM goriintiileri (X10
000)

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin kontrol hiicrelerinin A (hiicre yiizeyi) ile
isaretlenmis bolgelerden enerji dagitimli X-151n1 analizorii ile elementel analizleri
yapilmistir. Kontrol hiicrelerinin EDS ile yapilan elementel analiz sonuglarinda,
ylksek miktarda C ve O elementelerinin yani sira eser miktarlarda Na, Mg, K ve Ca
elementlerine rastlanmistir. Analiz sonucglarina gore kontrol hiicrelerde Cr(VI) ve

Cd(II) agir metallerine rastlanmamistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Symechocystis sp. BASO670 izolatinin kontrol hiicrelerinin, hiicre
ylizeyinin oldugu A bolgesinin EDS analizi

Elementler (%)

C O Na Mg K Ca Cr Cd Toplam

69,51 26,62 0,86 095 0,43 1,63 0 0 100,00

4.6.2. SEM ile Cr(VI)’min Synechocystis sp. BASO670 izolatina etKisinin

belirlenmesi ve EDS analiz sonuclari

10 ppm Cr(VI)’ya maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 hiicrelerinin taramali

elektron mikroskop goriintiileri incelendiginde hiicrelerin salgiladig1 eksopolisakkarit
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(EPS) yapida kontrole gore (metale maruz kalmayan hiicre kiiltiirii) belirgin bir artig
oldugu goriilmektedir (Resim 4.4). Hiicre yiizeyleri incelendiginde kontrole nazaran
daha piiriizlii ylizeye sahip hiicrelerin siklig1 dikkati cekmektedir. Bu goriintiiye sahip
hiicrelerin ¢evresinin EPS ile kapli oldugu ve bu hiicrelerin metali daha ¢ok

ylzeylerine tutacagi diisiiniilerek EDS analizleri yogunlukla bu bolgelerde

yapilmustir.

Resim 4.4. Cr(VI)’ya maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 hiicrelerinin SEM
gortintiileri (X10 000)
Cr(VI)’ya maruz kalan Symechocystis sp. BASO670 izolatinin A (EPS’nin yogun
oldugu bolge) ve B (piiriizlii hiicre ylizeyi) ile isaretlenmis bolgelerden enerji
dagitimli X-151n1 analizorii ile elementel analizleri yapilmistir. Analiz sonuglarina
gore EPS’nin yogun oldugu A bdlgesinde, goriilen elementlerden % 0,41 inin;
puriizlii hiicre yiizeyine sahip B bolgesinde ise % 0,38’inin Cr(VI) oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.6, 4.7). Dolayisiyla EPS’nin yogun oldugu A bdlgesinde B
bolgesi analizine gore daha fazla Cr(VI) oldugu belirlenmistir. A ve B bdlgesinde
yiiksek miktarda C ve O elementelerinin yan1 sira eser miktarlarda Na, Mg, K ve Ca

elementlerine rastlanmistir. Her iki bolgede de Cd(II)’ye rastlanmamustir.
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Cizelge 4.6. Cr(VI)’ya maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
hiicrelerinin EPS’nin yogun oldugu A bdélgesinin EDS analizi

Elementler (%)

C O Na Mg K Ca Cr Cd Toplam

69,47 2536 081 1,73 083 139 041 0 100,00

Cizelge 4.7. Cr(VI)’ya maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatiin piiriizlii
hiicre yiizeyine sahip B bdlgesinin EDS analizi

Elementler (%)

C o Na Mg K Ca Cr Cd Toplam

74,29 19,80 0,82 1,51 0,75 2,45 0,38 0 100,00

4.6.3. SEM ile Cd(II)’nin Synechocystis sp. BASO670 izolatina etkisinin

belirlenmesi ve EDS analiz sonuclari

10 ppm Cd(II)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 hiicrelerinin taramali
elektron mikroskop goriintiileri incelendiginde, kontrole nazaran hiicrelerin

salgiladigt EPS yapida belirgin bir artis oldugu goriilmektedir. Hiicre yiizeyleri

incelendiginde kontrole nazaran daha piiriizlii yiizeye sahip hiicrelerin siklig1 dikkati

¢cekmektedir (Resim 4.5).

Resim 4.5. Cd(Il)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 hiicrelerinin SEM
goriintiileri (X10 000)
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Cd(IT)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin EPS’nin yogun oldugu
A ve piiriizlii hiicre yiizeyine sahip B ile isaretlenmis bolgelerden EDS ile elementel
analizleri yapilmistir. Analiz sonuclarina gére EPS’ nin yogun oldugu A bolgesinde,
goriilen elementlerden % 18,11 inin; piiriizli hiicre yiizeyine sahip B bolgesinde ise
% 2,03’lintin Cd(II) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8, 4.9). SEM goriintiileri
incelendiginde A bolgesinin B’ye gore daha yogun EPS ile kapli oldugu dikkati
cekmektedir. EPS’nin yogun oldugu bu kismin EDS analizinde daha yiiksek oranda
Cd(I) tuttugunu gostermistir. A ve B bolgesinde yiliksek miktarda C ve O
elementelerinin yani sira eser miktarlarda Na, Mg, K ve Ca elementlerine
rastlanmistir. Her iki bolgede de Cr(VI)’ya rastlanmamustir. Elde edilen EDS

sonuglarina gére EPS’ nin metal alinimindaki 6nemi kanitlanmustir.

Cizelge 4.8. Cd(Il)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
hiicrelerinin EPS’nin yogun oldugu A bdlgesinin EDS analizi

Elementler (%)

C O Na Mg K Ca Cr Cd Toplam

36,18 39,32 224 1,26 1,00 1,89 0 18,11 100,00

Cizelge 4.9. Cd(II)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin piiriizlii
hiicre ylizeyine sahip B bdlgesinin EDS analizi

Elementler (%)

C O Na Mg K Ca Cr Cd Toplam

61,06 31,20 2,66 1,01 1,00 1,04 0 2,03 100,00

4.6.4. SEM ile Cr(VI) ve Cd(II) agir metal karisimimmin Synechocystis sp.

BASQO670 izolatina etkisinin belirlenmesi ve EDS analiz sonuglari

10 ppm Cr(VI) ve 10 ppm Cd(II) metal karigimlarina maruz kalan Synechocystis sp.
BASO670 hiicrelerinin taramali elektron mikroskop gorintiileri incelendiginde,
hiicre morfolojilerinde sarmal ve {i¢lii yapilar gibi belirgin anormalliklerin olustugu

goriilmektedir. Anormallikler, metallere bagli olarak hiicrelerin normal hiicreler gibi
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tam olarak boliinememesinden kaynaklanmistir. Morfolojik anormalliklerin
metallerden kaynaklandigi diigiiniilerek EDS analizleri anormalliklerin oldugu ve
EPS’nin yogun oldugu bolgeden yapilmistir. Resim 4.6 ve 4.7°de her iki anormallik
de “*’ ile isaretlenerek gosterilmistir. Kontrole gore Cr(VI)+Cd(II) metal karigimina

maruz kalan hiicrelerin EPS miktarinda artig goriilmiistiir (Resim 4.7).

Resim 4.6. Cr(VI) ve Cd(Il)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670
hiicrelerinin SEM goriintiileri (X10 000)

¥ie, oad Thrd

Resim 4.7. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI) ve Cd(Il)’ye maruz kalan
hiicrelerinin (sag), kontrol hiicrelere (sol) gore EPS miktarindaki artisa ait
SEM gorintiileri (X10 000)

Metal karisimina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin anormal hiicre

ylizeyine sahip A ve EPS’nin yogun oldugu B ile isaretlenmis bolgelerden enerji
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dagitimli X-151m1 analizorii ile elementel analizleri yapilmistir. Analiz sonuglarina
gbre boliinme bozuklugundan kaynaklanan ii¢lii yapiya sahip A bolgesinde, goriilen
elementlerden % 0,18’inin Cr(VI) ve % 8,07’sinin Cd(II); B bdlgesinde ise %
0,14’tniin Cr(VI) ve % 11,76’sinin Cd(II) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10,
4.11). B bolgesinin EPS’nin yogun oldugu kisim oldugu dikkati ¢ekmektedir. EDS
analizinde de bu kismin daha fazla Cd(II) tuttugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara
gore metal karisgimina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatt Cd(II)’yi
Cr(VI)’ya nazaran daha cok tercih etmistir. A ve B bdlgesinde yiliksek miktarda C ve
O elementelerinin yan1 sira eser miktarlarda Na, Mg, K ve Ca elementlerine
rastlanmistir. Biyobirikim sonuglarinda da izolata karistk metal uygulandiginda
Cd(II)’nin hiicre yilizeyinde daha ¢ok toplandig1 tespit edilmisti (Sekil 4.66). EDS

sonuglar1 biyobirikim sonuglarinit dogrulamaktadir.

Cizelge 4.10. A bolgesindeki morfolojik anormallige sahip hiicrenin Cr(VI) ve Cd(II)
metal karisimi1 bakimindan EDS analiz sonuglari

Elementler (%)

C O Na Mg K Ca Cr Cd Toplam

51,88 28,76 4,60 1,71 1,20 3,60 0,18 8,07 100,00

Cizelge 4.11. EPS’nin yogun oldugu B bélgesinde Cr(VI) ve Cd(II) metal karigimi
bakimindan EDS analiz sonuglar1

Elementler (%)

C O Na Mg K Ca Cr Cd Toplam

42,19 32,38 5,61 1,99 047 546 0,14 11,76 100,00
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4.7. Cr(VIl), CddI) Ve Cr(VD)+Cd{II) Agir Metallerine Maruz Kalan
Synechocystis sp. BASO670 izolatimin Ve Kontrol Hiicrelerinin Protein
Profillerine EtKisi

Biyobirikim caligmalar1 ile aynmi sartlarda inkiibasyona birakilmig, Cr(VI), Cd(II)
metallerine ve Cr(VI)+Cd(Il) metal karisimlarina maruz kalan Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin protein profilleri incelenerek, kontrol hiicrelerin protein

profilleri ile mukayese edilmistir.

Protein profilleri i¢in; kontrol, 10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) ve 10 ppm
Cr(VD)+Cd(II) olmak iizere 4 farkli kiiltiir hazirlanmistir. Kontrol olarak kullanilan
hiicre kiiltiirleri agir metal icermemektedir. 7 giin inkiibasyona birakilan kiiltiirlerde,
Synechocystis sp. BASO670 hiicrelerinin proteinleri ¢ikarilarak SDS-PAGE jeldeki

protein profillerinde meydana gelen degisiklikler incelenmistir.

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI)’ ya maruz kalan hiicrelerinin protein
profilleri kontrol ile mukayese edildiginde, 10,15 KD biiyiikliigiinde fakli bir protein
sentezlendigi, 16,09 KD’luk proteinin miktarinda artis, 24,35 KD’luk proteinin
miktarinda ise azalma oldugu dikkati ¢ekmektedir. Cd(II)’ye maruz kalan hiicrelerin
protein profilleri kontrol ile mukayese edildiginde, 16,09 ve 24,35 KD’luk
proteinlerin miktarlarinin arttigi, 21,82 KD’luk proteinin ise tamamen ortadan
kayboldugu goriilmektedir. Cr(VI) ve Cd(IT) metal karisimina maruz kalan hiicrelerin
protein profilleri kontrol ile mukayese edildiginde ise, 13,18, 15,41, 16,09, 20,82 ve
42,25 KD’luk proteinlerin miktarlarinda artig, 24,35 KD’luk proteinin miktarinda
azalma oldugu ve 21,82, 27,52, 30,50, 30,68 ve 39,50 KD’luk proteinlerin tamamen
kayboldugu tespit edilmistir. Cr(VI)’ya maruz kalan hiicrelerde oldugu gibi metal
karisimina maruz kalan hiicrelerde de 10,15 KD biiyiikliigiinde fakli bir protein
sentezlendigi ancak miktarinin Cr(VI)’dakinden daha az oldugu dikkati ¢ekmektedir
(Resim 4.8).
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Resim 4.8. Cr(VI), Cd(Il) ve Cr(VD)+Cd(Il)’ye maruz kalan Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin ve kontrol hiicrelerin toplam protein profillerinin
SDS-PAGE jel goriintiileri

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin metallere maruz kalan hiicrelerinin protein
profilleri incelendiginde, protein profillerine Cr(VI) ve Cd(II) metal karisiminin tek
basma Cr(VI) ve Cd(Il)’ den daha cok etki gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Metal
karisimina maruz kalan hiicreler, kontrol hiicreler ile karsilastirildiginda bazi
proteinlerinin kayboldugu goriilmektedir. Bununla birlikte kontrol hiicrelerde
olmayan ve sadece Cr(VI) ve metal karisimina maruz kalan hiicrelerde farkli bir

protein sentezlendigi tespit edilmistir.
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4.8. Metalli Ve Kontrol Ortamlarinda Gelistirilmis Synechocystis sp. BASO670

zolatimin Tiyol Miktarlarinin Belirlenmesi

Kiilttirler biyobirikim ¢alismalar1 ile ayni sartlarda 7 giin boyunca farkli metal ve
karisimlarma (10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) ve 10’ar ppm Cr(VI)+Cd(Il)) maruz
birakilmiglardir. 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmis kiiltiirlerden 24 saatte bir
numune almarak klorofil-a miktari, protein miktar1 ve siilfidril grubu igeren toplam
tiyollerin (TT), proteine bagli olan tiyollerin (PBT) ve proteine bagli olmayan
tiyollerin (PBOT) miktarlar tespit edilerek kontrol hiicreler ile mukayese edilmistir.
Klorofil-a ve protein miktarlar1 canlilifi ve biyokiitle miktarindaki degisikligi
belirlemek icin tespit edilmistir. Deneyler {i¢ paralelli olarak diizenlenmis, sonuglar

ortalama deger olarak verilmistir.

7. gliniin sonunda farkli metal ve karisimlarina maruz kalan Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin klorofil-a ve protein miktarlarinda kontrole gdre bir azalma
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.68 ve 4.69). Klorofil-a miktarlarinda standart sapma

SS +0,3-0,4 arasinda ve protein miktarlarinda ise SS +0,001-0,003 arasinda

degismektedir.
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Sekil 4.68. Cr(VI), Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(Il) karistmina maruz kalan Syrechocystis
sp. BASO670 izolatinin ve kontrol hiicrelerin klorofil-a miktarlar
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Sekil 4.69. Cr(VI), Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(Il) karisimina maruz kalan Synechocystis
sp. BASO670 izolatinin ve kontrol hiicrelerin protein miktarlar

Farkli metaller ve karigtmina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
toplam tiyol miktarlarinda 1. giinden itibaren Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(Il) karisiminda
kontrole gore artis oldugu tespit edilmistir. Cr(VI)’ ya maruz kalan hiicrelerin toplam
tiyol miktarlarinin kontrole gore 4. giine kadar artt1g1, 4. giinden itibaren ise azaldigi

belirlenmistir (Sekil 4.70). SS +0,1-0,3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.70. Cr(VI), Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(II) karistmina maruz kalan Syrechocystis
sp. BASO670 izolatinin ve kontrol hiicrelerin toplam tiyol miktarlari

Farkli metaller ve karistmina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin

proteine bagli olmayan tiyol miktarlar1 kontrolle karsilastirildiginda, 3. giline kadar
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art1s oldugu gozlenmistir. 3. giinden itibaren Cr(VI) ve Cd(Il) uygulanmis hiicrelerde
kontrole gore proteine bagli olmayan tiyol miktarlarinda kontrole gore dikkate deger
bir artis belirlenmez iken, Cr(VI)’ya maruz kalan hiicrelerde 5. giinden itibaren
proteine bagli olmayan tiyol miktarlarinda diisme goriilmiistiir. Cr(VI)+Cd(II) metal
karisimina maruz kalan hiicrelerde ise 1. giinden 7. giine kadar kontrole gore belirgin

bir artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.71). SS +0,1-0,3 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.71. Cr(VI), Cd(I) ve Cr(VD)+Cd(II) karisimina maruz kalan Syrechocystis
sp. BASO670 izolatinin ve kontrol hiicrelerin proteine bagli olmayan
tiyol miktarlari

Farkli metaller ve karigtmina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
proteine bagli tiyol miktarlar1 3. giinden itibaren 7. gline kadar kontrole gore proteine
bagh tiyol miktarlarinda artis oldugu tespit edilmistir. Kontrol hiicrelerde bulunan
proteine bagl tiyol miktarlar1 1. giinden itibaren 7. gline kadar azalmis, 7. glinde
tamamen kaybolmustur. En yiiksek artisin Cr(VI)’ya maruz kalan hiicrelerde oldugu

dikkati gekmektedir (Sekil 4.72). SS +£0,02-0,1 arasinda degismektedir.
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Sekil 4.72. Cr(VI), Cd(I) ve Cr(V)+Cd(Il) karistmina maruz kalan Syrechocystis
sp. BASO670 izolatinin ve kontrol hiicrelerin proteine bagh tiyol

miktarlari
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda sanayinin gelismesi ile birlikte ¢cevreye birakilan atiklar giin gectikge
artmakta ve bu atiklar arasinda ¢evreye ve c¢evrenin vazgegilmez parcasit olan
canlilara yiiksek oranda zarar veren agir metaller bulunmaktadir. Bu metaller de
cesitli sekillerde hiicrelerde birikmekte ve belirli dozlarin iizerinde toksik olup
Olimlere yol agmaktadir. Bu nedenle, agir metallerin bilingsizce ¢evreye atilmasi
engellenmeli veya kontrol altia almmalidir. Tyon degisimi, kimyasal ¢oktiirme ve
ters ozmoz gibi geleneksel yontemler pahali ve etkisiz olup, agir metallerin ¢ok az
bir miktarin1 gidermektedir. Ayrica, bu yoOntemler agir metallerin tamamin
gideremedigi gibi, zararli baska ikincil bilesikler meydana getirmektedirler. Agir
metal iceren atik sular, ¢evreye verilmeden Once aritilmali ve su standartlarina gore

izin verilen kirlilik degerlerinin altina diistiriilmelidir [Saeed ve Igbal, 2003].

Glinlimiizde, daha onceden kullanilan klasik yontemlere alternatif olarak daha
ekonomik ve pratik, canli (biyobirim) ve 6lii (biyosorpsiyon) mikrobiyal biyokiitle
ile agir metallerin giderimi onem kazanmistir. Biyosorpsiyon ve biyobirikimle ile
metallerin giderilmesi, hiicre duvari ile metal arasindaki etkilesimin sonucundan
kaynaklandig: ileri siiriilmektedir [Srinath ve ark., 2002]. Metal iyonlari, hiicre
ylizeyindeki reaksiyon alanlari (hiicre duvarindaki proteinlerin fonksiyonel
gruplarma ve peptid baglari) ile kompleks yaparak adsorblanabildikleri gibi bazi
mikroorganizmalar ekzopolisakkarit yapida polimerler sentezleyerek ¢ozeltideki
metal iyonlarin1 bagladigi bildirilmektedir [Liu ve ark., 2001]. Baz
mikroorganizmalar ise hem metali tutmak hem de toksik etkisini azaltmak i¢in diigiik
molekiiler agirliga sahip metallotiyonein proteinlerini sentezlendigi belirlenmistir

[{leri, 2000].

Agir metallerin gideriminde en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar kiifler, mayalar ve
alglerdir [Gupta ve ark., 2001; Krheminska ve ark., 2005]. Siyanobakteriler, genis
hiicre yiizeyine sahip olmalari, yogun bir musilaj tabaka ile kapli olmalar1 ve ¢ok az

besinle yetinebilmelerinden dolay1, agir metal gideriminde 6n plana ¢ikmaktadir [El-



132

Enany ve Issa 2000; Rangsayatorn ve ark., 2002; Chojnacka ve ark., 2004; El-
Sheekh ve ark., 2005; Anjana ve ark., 2007].

Biyolojik materyaller agir metal giderimi agisindan segici olup, bulundugu ortam da
onemli rol oynamaktadir [Prakasham ve ark., 1999]. Habitat olarak siyanobakteriler,
diger fotosentetik prokaryotlara gore su, tath su ve toprak gibi alglerin de gelismesi
icin uygunluk gosteren ¢evrelerde ve ayni zamanda, fotosentetik Okaryotlarin hig
bulunmadig1 ortamlarda da gelisebilme kabiliyeti sayesinde, daha genis bir habitata
sahiptirler. Ayrica, ¢evre kosullarina ¢ok dayanikli olup, hemen hemen biitiin sucul
ve kuru g¢evrelerde bulunabilmektedir [Prescot, 1990]. Cok farkli ¢cevre kosullarinda
gelisebilmesi ve agir metal gideriminde de basarili sonuglar vermesi nedeni ile bu tez

calismasinda siyanobakterilerin ¢alisilmasi hedeflenmistir.

Tatlisularda ¢ok yogun bulunmasi, kolay izole edilebilir olmasi ve daha hizh
tiretilebilmesi agisindan ipliksi siyanobakterilere nazaran tek hiicreli siyanobakteriler
tercih edilmistir. Mogan Golii, Kurtbogazi1 Baraji, Uncali Deresi, Bafa Golii, Hatim
Cay1, Harikalar Diyar1 Goleti ve Kizilirmak Nehri’nden alinan su 6rneklerinin
tamamindan 15 adet siyanobakter izolati1 izole edilmis, izolatlar morfolojileri ve
boliinme fizyolojilerine gore tanimlanmig ve hepsinin Synechocystis cinsine ait

oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada kullanilan izolatlar 16S rDNA’larina gére de molekiiler diizeyde
tanimlanmis, NCBI Gen Bankasi’ndaki sekanslarla karsilastirma sonucunda hepsinin
Synechocystis sp. PCC 6803 izolatina % 97-99 oraninda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. Kaneko ve ark. (1996), Synechocystis sp. PCC 6803 izolatinin tiim
genomu tanimlayarak, bu cinse ait izolatlarin tathisularda ¢ok yogun olarak
bulunduklarini bildirmislerdir [Kaneko ve ark., 1996]. Fotosentez yapabilmeleri, cok
az bir maliyetle yogun olarak iireyebilmeleri, gelisebilmeleri i¢in sadece 151k ve eser
miktarda minerallere ihtiyag¢ duyulmasi, en Onemlisi de biitiin genomunun
tanimlanmis olmalarindan dolay1 Synechocystis sp. biyoteknolojik c¢alismalarda
tercih edildikleri bildirilmistir [Zang ve ark., 2007]. Biitiin bu nedenlerden dolay1, bu

tez calismasinda Synechocystis sp. izolatlar1 kullanilmistir.
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Izolatlar 12 giin boyunca 5-50 ppm konsantrasyonlardaki Cr(VI) ve Cd(II)’ye maruz
birakilmis, klorofil-a miktarlar1 ve buna bagli olarak ECsy (mikroorganizmanin %
50’sini Oldiiren metal konsantrasyonu) degerleri hesaplanmistir. Aragtiricilar
siyanobakter hiicrelerinin canliliginin ve biyokiitlesinin belirlenmesinde kullanilan en
onemli indikatoriin klorofil-a miktarlar1 oldugunu bildirmislerdir [Frank, 2002; Ahn
ve ark., 2007]. Ayrica, stres faktorlerine maruz kalan siyanobakter hiicrelerinin
biyokiitlelerinin ve canliliklarinin tespiti ve diger ¢aligmalarla mukayesesi acisindan
ECso degerlerinin klorofil-a miktarlarina bagli olarak hesaplanmasi daha dogru
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle stres faktorlerinin siyanobakter hiicrelerine
etkilerini belirlemek ve canliliklarini tespit etmek i¢in klorofil-a miktarlarina bagh
ECso degerleri biyoteknoloji ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir (Gregor ve ark.,
2008). Bu c¢alismada Cr(VI) ve Cd(II) metalleri, hiicrelerin canliliklart agisindan
toksik etki olusturdugu i¢in kontrol hiicrelere goére metallere maruz kalan hiicrelerin
klorofil-a miktarlarinda azalma oldugu goriilmiistiir. Ancak, 5-50 ppm Cr(VI) ve
Cd(II) konsantrasyonlarina maruz kalan siyanobakter izolatlar1 arasinda en yiiksek
doz olan 50 ppm’de her iki metalde de bir tek Synechocystis sp. BASO670 izolat1, 12
glin boyunca canliligini korumustur. Ayni cins olmasma ragmen izolatlarin ECsg
degerleri farklilik gdstermistir. Ayni cinse ait izolatlar normal besiortaminda dahi
farkliliklar gostermektedirler. Metale maruz kalan ayni cinse ait izolatlarin metallere
kars1 davraniglart farkli olmaktadir. Ayni cinse ait bazi izolatlar ekzopolisakkarit
iretimini artirarak, bazilar1 protein konfigiirasyonunda farkliliklar meydana getirerek
bazilar1 ise tiyol iiretimlerini artirarak metali detoksifiye ettigi bilinmektedir. Bazi
izolatlar hepsini birden kullanabilir veya hicbirini tercih etmeyebilirler [Zalups ve
Ahmad, 2003; Leao ve ark., 2007]. Hameed ve Hasnain (2005), Cr(VI)’ya direncli
iki  Symechocystis izolatinin  Cr(VI)’ya direngliliklerinin ~ farkli  oldugunu
bildirmislerdir [Hameed ve Hasnain, 2005]. Metal detoksifikasyonu i¢in énemli bir
diger faktor de, daha 6nceden metalli ortama maruz kalan izolat, metalli ortama
maruz kalmayandan daha uzun stire canliligin1 korudugu bilinmektedir [Sun ve Shao,

2007].

Diger izolatlar arasinda en yiiksek ECsy degeri Synechocystis sp. BASO670°de
belirlenmistir. Bu izolatin Cr(VI) i¢in ECsy degeri 11,5 ppm, Cd(II) i¢in de 15,3 ppm
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oldugu tespit edilmistir. Bundan sonraki canh kiiltiir ¢alismalarinda 10 ppm Cr(VI)
ve Cd(I) uygulanirken, tiim ¢aligmalarda her iki metale de diger izolatlara goére daha
direncli olmasi nedeniyle Synechocystis sp. BASO670 izolat1 kullanilmistir. Tiirk
Standartlar1 Enstitiisii, Diinya Saglik Orgiitii ve ABD Cevre Koruma ajansi, igme
sularinda bulunabilecek Cr(VI)’nin maksimum degerinin 0,05 ppm, Cd(II)’nin ise
0,005 ppm olmasi1 gerektigini rapor etmislerdir. Bu dozlarin iizeri canlilar ag¢isindan
toksik olup ciddi sorunlara yol actig1 bildirilmistir [Zouboulis ve ark., 2004]. Bu
acidan bakildiginda Synechocystis sp. BASO670’in Cr(VI) ve Cd(II) igin ECs
degerleri izin verilen degerlerin {izerinde oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin atik sulardan agir metallerin gideriminde

kullanilarak, biyoteknolojik agidan avantaj saglayacag diisiiniilmiistiir.

Chen ve ark. (2003), Chlorella pyrenoidosa, Synechococcus sp., Spirulina maxima,
Spirulina platensis, Selenastrum capriornutum ve Scenedesmus quadricauda olmak
tizere 6 adet mikroalgi Cr(VI)’ya maruz birakmislar ve Cr(VI)’nin her bir mikroalg
icin ECsy degerini sirasiyla (C. pyrenoidosa) 4,96 ppm, (Synechococcus sp.) 6,50
ppm, (S. maxima) 11,16 ppm, (S. platensis) 11,74 ppm, (S. capriornutum) 12,43 ppm
ve (S. quadricauda) 20,89 ppm olarak tespit etmisler ve Cr(VI) toleranslarinin
Scenedesmus quadricauda > Selenastrum capriornutum > Spirulina platensis >
Spirulina maxima > Synechococcus sp. > Chlorella pyrenoidosa oldugunu
bildirmislerdir [Chen ve ark., 2003]. Satoh ve ark. (2005), Synechococcus sp. igin
Cd(IT)’de ECsy degerinin 5,4 ppm, Rangsayatorn ve ark. (2002), Spirulina platensis
icin Cd(II)’de ECsg degerinin 14,7 ppm oldugunu tespit etmislerdir [Rangsayatorn ve
ark., 2002; Yap ve ark., 2004; Satoh ve ark., 2005]. Diger ¢alismalarda kullanilan
siyanobakterilerin ECsy degerleri ile karsilastirildiginda, Synechocystis sp. BASO670
izolat1 Cr(VI) ve Cd(II)’ ye diger calismalarda kullanilan izolatlarin birgogundan
daha cok direng gosterdigi tespit edilmistir.

Aragstiricilar metallere direngli izolatlarin metal giderim kapasitelerinin de yiiksek
oldugunu bildirmislerdir [Ahuja ve ark., 2001; Srinath ve ark., 2001; Sun ve Shao,
2007]. Bu nedenle bu calismada Cr(VI) ve Cd(Il)’ye diger izolatlardan daha ¢ok

direngli olan Symechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis cansiz ve
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tutuklanmig canli formlar1 kullanilarak, Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonu
denenmistir. Biyosorpsiyon c¢alismast i¢in pH, biyokiitle, sicaklik, metal
konsantrasyonlari ve zaman gibi parametreler denenerek biyosorpsiyon i¢in en uygun

sartlar tespit edilmistir.

Birgok arastirici tarafindan metal iyonlarinin biyosorpsiyonuna ¢dzeltinin pH’sinin
onemli etkisinin oldugu vurgulanmaktadir [Kiran ve ark., 2007; Anjana ve ark.,
2007]. Cr(VI) biyosorpsiyonunda pH 6nemli bir faktér olup, pH’ nin biyosorpsiyona
etkisi elektrostatik giicler, iyon degisimi ve kimyasal komplikasyon gibi
mekanizmalar ile ger¢eklesmektedir. Cr(VI) biyosorpsiyonunun asidik pH’da
gerceklesmektedir. Bunun nedeni biyomateryalin yiizeyindeki pozitif yiikli gruplar
ile HCrO4 iyonlar1 arasindaki elektrostatik hareketten kaynaklanmaktadir. pH’nin
ylkselmesi ile biyosorpsiyondaki diisiis anyonik yapidaki Cr(VI)’nin OH" iyonlari ile
rekabet edememesinden kaynaklanmaktadir [Cimino ve ark., 2000; Gode ve

Pehlivan, 2005].

Metal igeren sular ve atik sularda pH farklilik gosterdiginden Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis canli ve cansiz hiicrelerinin Cr(VI) ve
Cd(II) biyosorpsiyonu i¢in gesitli pH’lar denenmistir. Synechocystis sp. BASO670
izolatinin her ii¢c formunun da Cr(VI) biyosorpsiyonu i¢in en iyi pH’nin 2, Cd(II)
biyosorpsiyunu i¢in de pH’nin 7 oldugu tespit edilmistir.

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri pH 2’de 100 ppm Cr(VI)’nin
yaklasik % 32’sinin adsorplandig1 tespit edilmistir. pH 3 ve 4’de adsorplanan Cr(VI)
miktarinin diistigl, pH 5’de ise tekrar bir miktar arttigi gézlenmistir. pH 5’deki
artisin hiicre yiizeyindeki bazi gruplarin bu pH’ da aktive olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Aymi1 dalgalanma bagka arastiricilarin ¢aligmalarinda da
gbzlenmistir. Gardea-Torresdey ve ark. (1997), Synechococcus sp. PCC 7942
izolatinin Cr(VI) giderimini incelemisler, elde ettikleri sonuglara gore en yiiksek
alinim pH 2’de g6zlenmistir. pH 3 ve 4’de alinimin diistiigiinii ancak, pH 5’de tekrar
artigin tespit etmislerdir [Gardea-Torresdey ve ark., 1997]. Anjana ve ark. (2007),

Chroococcus sp. HH-11 izolatinin Cr(VI) gideriminde pH’nin etkisini incelemisler,
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pH I’'de 20 ppm’lik Cr(VI)’nin yaklasik % 40’11 adsorbe ettigini, pH 2’de
adsorpsiyonun % 30’a distiigiinii ve pH 3’de tekrar yiikselerek adsorpsiyonun
yaklagik % 60’a ¢iktigini bildirmislerdir [Anjana ve ark., 2007].

pHnin Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonuna etkisi bir¢cok arastirici tarafindan
calisilmis ve deneylerinde kullandiklar1 mikroorganizmalarin biyosorpsiyonu i¢in en
uygun pH’lart rapor etmislerdir. Donmez ve ark. (1999), Synechoscystis sp. ile
yaptiklar1 ¢alismada en yiiksek Cr(VI) biyosorpsiyonunun pH 2’de; Chojnacka ve
ark. (2005), Spirulina sp.’nin pH 5’de; Anjana ve ark. (2007), Nostoc calcicola HH-
12 ve Chroococcus sp. HH-11’in pH 3°de; Gardea-Torresdey ve ark. (2002),
Synechococcus sp. PCC 7942’in pH 2’de gergeklestigini rapor etmislerdir [Donmez
ve ark., 1999; Gardea-Torresdey ve ark., 2002; Chojnacka ve ark., 2005; Anjana ve
ark., 2007]. Chojnacka ve ark. (2005) hiicre ylizeyinde bulunan metal baglama
bolgelerinin (karboksil, fosfat ve hidroksil-veya amin gruplarin) yiiksek oranda

pH’ya bagli olarak islev gordiigiinii belirtmislerdir [Chojnacka ve ark., 2005].

Siyanobakteriler ile yapilan Cr(VI) giderim caligmalari gostermistir ki, Cr(VI)
biyosorpsiyonunda uygun pH, 3 ve 3’lin altindadir ve bu sonuglar da bizim
calismamizi dogrulamaktadir. Kiran ve ark. (2007), siyanobakterilerin Cr(VI)’y1 pH
2-3 arasinda yiliksek miktarlarda adsorplamasinin nedeninin diisilk pH’larda hiicre
ylizeylerinin pozitif yliklenmesinden kaynaklandigini rapor etmiglerdir [Kiran ve
ark., 2007]. Syanobakter biyokiitlesinin pH 2-3’deki izoelektrik noktasindan dolayz,
fonksiyonel gruplarin protonlagmasi, hiicre yiizeylerindeki baglanma bdlgelerinde
hidrojen iyonlarinin bulunmasi Cr(VI)’nin baglanma bdlgelerine adsorpsiyonunu
sagladig bildirilmistir [Crist ve ark., 1981; Dénmez ve Aksu, 2002]. pH’nin artmast
ile birlikte hiicre duvarindaki fonksiyonel gruplar negatif yiiklendigi i¢in Cr(VI)
adsorpsiyonu da diismektedir. Diisiik pH, H iyonu artigina neden olarak ortam asidik
hale getirmekte ve canli mikroorganizmalar i¢in stres faktorii olusturmaktadir. Diger
mikroorganizmalar gibi siyanobakteriler de pH degisimlerinden etkilenmektedirler.
Bu nedenle Cr(VI) biyosorpsiyonunda 6zellikle cansiz veya tutuklanmis hiicrelerin

kullanimi1 avantaj saglamaktadir.
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Cd(IT) biyosorpsiyonu ile yapilan diger ¢alismalarda ise pH 5-7 arasinda
degismektedir. Saeed ve Igbal (2006), tutuklanmis Synechococcus sp. ile yaptiklar
calismada en yiiksek Cd(II) biyosorpsiyonunun pH 5’de; Seker ve ark. (2007),
Spirulina platensis‘in pH 6’da; Katircioglu ve ark. (2007), Oscillatoria sp. H1’in pH
6’da; Chojnacka ve ark. (2005), Spirulina sp.’nin pH 7’de gerceklestigini rapor
etmislerdir [Saeed ve Igbal, 2006; Seker ve ark., 2007; Katircioglu ve ark., 2007;
Chojnacka ve ark., 2005]. Diisiik pH’larda hidrojen iyonlar1 ile metal iyonlari
rekabete girerek siyanobakterilerin hiicre ylizeyini pozitif yiiklenmesine neden
olmaktadirlar. Bu nedenle Cd(II) gibi pozitif yiiklii olan metallerin hiicre yiizeyine
tutunmasi engellenmektedir. pH yiikseldik¢e ortamdaki OH iyonlar artmakta ve bu
iyonlarin hiicre ylizeyine tutunmasi ile negatif yiiklii hale gelmektedir. Boylece
pozitif yiiklii olan Cd(II) iyonlar1 hiicre ylizeyine rahatlikla tutunabilmektedirler
[Garg ve ark., 2007, Kazemipour ve ark., 2008; Zheng ve ark., 2008].
Siyanobakterilerin normal gelisme ortamlarinin pH 7,1-7,5 oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, pH 7’de Cd(II) biyosorpsiyonunda cansiz veya tutuklanmis hiicrelerinin

kullaniminin yani sira sadece canli hiicrelerin de kullanim1 miimkiin olmaktadir.

Cr(VI) ve Cd(I) biyosorpsiyonunda pH’ya bagli cansiz hiicrelere nazaran
tutuklanmis hiicrelerin daha yiiksek miktarlarda metal adsorpladig: tespit edilmistir.
En yiiksek adsorpsiyon tutuklanmis cansiz hiicrelerde goriilmiis olup, Cd(II) metali

Cr(VI) metaline gore daha yiliksek miktarlarda adsorplanmustir.

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis cansiz ve tutuklanmis
canli  biyokiitlelerinin  miktarlarmin  Cr(VI) ve Cd(II) agir metallerinin
biyosorpsiyonuna etkisi arastirilmis ve denemelerde 0,03-0,1 g cansiz biyokiitle ve
10-60 kiire tutuklanmis materyal kullanilmistir. Cansiz 6rneklerde 0,05 g biyokiitleye
kadar Cr(VI) alimiminda 0,08 g biyokiitleye kadar ise Cd(Il) aliniminda artig oldugu
ve sonrasinda sabitlendigi tespit edilmistir. Bu durum o&zellikle cansiz biyokiitleler
icin karakteristik olup, biyokiitle yiizeyindeki baglanma bolgelerinin doygunluga
ulagmasi ile agiklanmaktadir [Karthikeyan ve ark., 2007]. Doygunluk, biyokiitle
artist ile metal baglanma bolgelerinin biribirinin {izerine gelmesi veya agregasyon

olusturmasindan kaynaklanmaktadir [Garg ve ark., 2007]. Gupta ve Rastogi (2008),
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cansiz algal biyokiitle kullanarak (Oedogonium sp.) Cd(II) biyosorpsiyonunu
incelemisler, artan biyokiitle dozlarinda Cd(II) biyosorpsiyonunun arttigini, ancak bir
stire sonra belirli bir dozun iizerinde biyosorpsiyonun sabit kaldigini tespit
etmislerdir [Gupta ve Rastogi, 2008]. Gupta ve Rastogi (2008), Cr(VI) gideriminde
biyokiitle olarak ipliksi bir siyanobakter olan Nostoc muscorum’un cansiz biyokiitlesi
kullanilmig ve belirli bir doza kadar biyokiitledeki artisla Cr(VI) aliniminda da artis
oldugu, fakat bu dozun iizerinde doygunluga ulasarak alinimin sabit kaldigin1 rapor
etmigleridir [Gupta ve Rastogi, 2008]. Abu Al-Rub ve ark. (2004), metal gideriminde
az miktarlarda kullanilacak biyokiitlenin biyoteknoloji agisindan daha c¢ok avantaj
sagladigimi rapor etmislerdir. Bu nedenle hem Cr(VI) hem de Cd(Il) i¢in, diger

denemelerde 0,05 g cansiz biyokiitle kullanilmistir.

Tutuklanmis canli ve cansiz hiicrelerin Cr(VI) ve Cd(II) agir metallerinin
biyosorpsiyonunda ise biyokiitledeki artisla birlikte adsorplanan Cr(VI) ve Cd(II)
miktarlarinin da arttig1 tespit edilmistir. Ancak tutuklanmig hiicrelerde cansiz
hiicrelerde oldugu gibi biyokiitle artisina bagl olarak bir doygunluk goriilmemistir.
Tutuklanmig hiicreler iceren diizgiin yapili kiirelerde agregasyon olmadigi igin,
birbirinin iizerine gelerek metal baglanma bolgelerini de kapanmadigi rapor
edilmistir [Garg ve ark., 2007]. El-Skaily ve ark. (2007), tutuklanmis biyokiitledeki
artisla birlikte metalin baglanacagi yiizey alaninin ve porlarin da artacagi i¢in metal
giderimi de bu oranda artigini bildirmislerdir [El-Skaily ve ark., 2007]. Bu nedenle
bu calismada tutuklanmis hiicrelerin oldugu kiirelerin sayisindaki artis ile birlikte
metal alinim1 da artmustir. Akhtar ve ark. (2004), Chlorella sorokiniana’y1 FBCS ve
LIBCS ile tutuklayarak nikel(II) giderimini arastirmislar, LIBCS ile tutuklanmis
biyokiitledeki artis ile nikel(II) gideriminin de arttigini tespit etmislerdir. Ancak,
FBCS ile tutuklanmis hiicrelerin nikel gideriminin 1 g biyokiitle dozuna kadar
artarken, bu dozdan itibaren bir miktar azaldig1 rapor edilmistir. Arastiricilar nikel
giderimindeki bu diislisiin  nedeninin  tutuklanmis  hiirelerin  agregasyon

olusturmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir [Akhtar ve ark., 2004].

Bu ¢aligmada, Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonunda biyokiitle miktarina bagli olarak

cansiz hiicrelere nazaran tutuklanmis hiicrelerin daha yiiksek miktarlarda metal
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adsorpladig tespit edilmistir. En yiliksek adsorpsiyon tutuklanmis cansiz hiicrelerde
goriilmiis olup, Cd(II) metali Cr(VI) metaline gore daha yiiksek miktarlarda
adsorplanmistir. Tutuklanmis hiicrelerdeki metal adsorpsiyonunun yiiksek olmasi,
tutuklama ajani olarak kullanilan Ca-aljinattan ve kiirelerin sayisinin artmasi ile
icindeki biyokiitlenin de artmasindan kaynaklanmaktadir. Ca-aljinat igersine
hapsolan hiicreler i¢in ¢ok biiylik bir yiizey alani olusturarak, metallerin kolayca
tutunacagi bir ortam saglamaktadir. Biitiin biyosorpsiyon denemelerinde, gerek
izolatlarin uzun siirede {iretilmeleri gerekse de tutuklanma igleminde kullanilan
yogun miktarlarda canli ve cansiz biyokiitle gereksiniminden dolayr 30’ar kiire

kullanilmustir.

Metal biyosorpsiyonu enerjiye bagimli bir mekanizma oldugu igin biyosorpsiyon
caligmalarinda ortamin sicakli§i 6nem kazanmaktadir. Adsorpsiyon mekanizmasinin
bir ¢ogu ekzotermik iken [Sharma ve ark., 1990], endotermik adsorpsiyonlarin
oldugunu rapor eden literatiirler de bulunmaktadir [Sharma, 2003]. Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis canli ve cansiz biyokiitlelerinin gesitli
sicakliklar denenerek (20-40 °C) ortam sicakliginin Cr(VI) ve Cd(II) agir
metallerinin biyosorpsiyonuna etkisi arastirllmig ve biitliin denemelerde optimum
biyosorpsiyonunun 25 °C’de gergeklestigi, 25 °C flizeri sicakliklarda ise diistigii
tespit edilmistir. Donmez ve ark. (1990), Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliqus ve
Synechoscystis sp. ile Cr(VI) gideriminde optimum sicakligin 25 °C oldugunu rapor
etmiglerdir [Donmez ve ark., 1990]. Gupta ve Rastogi (2008), Oedogonium sp. ile;
Seker ve ark. (2007), Spirulina platensis ile; Sar1 ve Tuzen (2007), Ulva lactuca ile
Cd(II) gideriminde optimum biyosorpsiyonun oldugu sicaklik 25 °C olarak
bildirilmislerdir [Seker ve ark., 2007; Sar1 ve Tuzen, 2007; Gupta ve Rastogi, 2008].
Diger siyanobakteriler ile yapilan Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonunda elde edilen

sonuclar bu caligmada elde edilen sonuglar1 dogrulamaktadir.

Agir metal iyonlarinin biyokiitleye tutunmalarindaki farkliliklar, agir metalin cinsine
(iyon biiyiikliigii, atomik agirligi, indirgenme potensiyeli), kullanilan biyokiitlenin
farkliligina (canli, cansiz, tutuklanmis) ve kullanilan biyokiitlenin yapisina (hiicre

ylizey Ozellikleri, fonksiyonel gruplarin g¢esitliligi ve sayisi, metal baglayan
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proteinlerin bulunmasi) gore degisiklik gostermektedir. Cr(IV) ve Cd(II)’nin 50’den
300 ppm’e kadar degisen konsantrasyonlarinda Symechocystis sp. BASO670
izolatinin cansiz, tutuklanmig canli ve cansiz biyokiitlelerinin Cr(VI) ve Cd(Il)
biyosorpsiyonu c¢alisilmistir.  Cr(VI) biyosorpsiyonunda 200 ppm’e kadar
biyosorpsiyonun arttigi, 200 ppm’den itibaren Cr(VI) aliniminin sabit kaldig tespit
edilmistir. Cd(II) biyosorpsiyonunda ise Cd(II) alinimimin, 250 ppm Cd(II)
konsantrasyonuna kadar arttigi bu konsantrasyondan itibaren sabit kaldigi tespit
edilmistir. Cr(VI) ve Cd(II)’nin konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak hiicre
tizerindeki metal baglanma bdlgelerinde rekabet meydana gelmektedir. Bir siire
sonra metal aliniminin sabitlenerek alg hiicre yiizeyinde bulunan metal baglanma
bolgelerinde doygunluk meydana geldigi bildirilmistir [Kiran ve ark., 2007]. Benzer
sonuclar yapilan ¢alismalarda da goriilmistiir. Kiran ve ark. (2007), bir siyanobakter
olan Lyngbya putealis’in tutuklanmis cansiz biyokiitlesini kullanarak, Cr(VI) nin
cesitli konsantrasyonlarinda (10, 33, 55, 78 ve 100 ppm) alimim yiizdelerini
arastirmislar, 78 ppm konsantrasyonuna kadar alinimda artig oldugunu, 78 ppm’den
itibaren alinimin diistiigiinii rapor etmislerdir [Kiran ve ark., 2007]. Katircioglu ve
ark., (2007), Oscillatoria sp. H1’in cansiz, tutuklanmis canli ve cansiz biyokiitlelerini
kullanarak Cd(II)’nin ¢esitli konsantrasyonlarda Cd(II)’nin alinimini arastirmislar,
her ii¢ 6rnekte de alintmin 100 ppm’lik konsantrasyonuna kadar arttigi, 100 ppm’den

itibaren 250 ppm’e kadar sabit kaldigini tespit etmiglerdir [Katircioglu ve ark., 2007].

Cr(VI) biyosorpsiyonunda en yiiksek alinim 200 ppm’lik Cr(VI) konsantrasyonunda
goriiliirken, Cd(II) biyosorpsiyonunda en yiiksek almim 250 ppm’lik Cd(II)
konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Ancak, bu metal dozlarma maruz kalan
tutuklanmig canli ve cansiz hiicreler igeren kiirelerin boyutlarinda kiiciilme,
morfolojilerinde deformasyonlar ve yiizeylerinde beyazlagsmalar tespit edilmistir. Bu
nedenle sonraki denemelerde, biyoteknolojik acidan biyomateryallerin daha uzun
stireli kullanilabilmesi i¢in izolatlarin Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonu ile ilgili diger

denemelerinde literatiirlerde ¢ok kullanilan 100 ppm’ lik metal dozu tercih edilmistir.

Metal aliniminda kullanilan parametrelerin bir digeri de zamandir. Biyosorpsiyonda

metal almimmi baglangigta hizli iken, ilerleyen zamanda biosorbent ylizeyindeki
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baglanma bdlgeleri doygunluga ulastigindan alinim hizi yavagladigi bildirilmistir
[Saravanane ve ark., 2002; Bishnoi ve ark., 2004]. Doygunluga ulagma zamani
kullanilan mikroorganizmanin cinsine bagl olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir.
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmig canli ve cansiz
biyokiitlelerinin ¢esitli zaman aralifinda (0-24 saat) Cr(VI) ve Cd(Il) giderimi
incelenerek, kullanilan biyokiitlelerin her iki metal acisindan doygunluga ulastig
zaman tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara goére Cr(VI) biyosorpsiyonunda
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri 60. dak, tutuklanmis cansiz
hiicreleri 30. dak ve tutuklanmis canli biyokiitlelerinin 60. dak’ya kadar metal
alimiminin arttig1, bu zamandan itibaren alinimin sabit kaldig: tespit edilmistir. Cd(II)
biyosorpsiyonunda ise Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri,
tutuklanmis canli ve cansiz biyokiitlelerinin 15. dak’ ya kadar metal alinimlarinin
arttigl, 15 dak sonra sabit kaldigi tespit edilmistir. Synechocystis sp. BASO670
izolatinin cansiz, tutuklanmig canli ve cansiz biyokiitleleri, Cd(II) biyosorpsiyonunda
Cr(VI) biyosorpsiyonuna nazaran daha cabuk doygunluga ulasmistir. Diger
siyanobakterilerin Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonu ile ilgili ¢caligmalarda zamana
bagh olarak, ilk 45-120 dak’da biyosorpsiyonun daha hizli oldugu, daha sonra
yavagladig1 ve sabit kaldig1 rapor edilmistir [Bishnoi ve ark., 2007; Lee ve ark.,
2007; Gupta ve Rastogi, 2008]. Ancak, bu durum metalin ve mikroorganizmanin
cesidine ve mikroorganizma yiizeyinde bulunan metal baglanma bolgelerinin ¢esidi
ve sayisina gore farklilik gostermektedir. Bir ¢ok arastirict hizli metal aliniminin
biyokiitlenin atiksularin aritiminda kullanilabilmesi i¢in en 6nemli kriter oldugunu
bildirmislerdir [Kumar ve Prasad, 2007]. Bu ac¢idan degerlendirildiginde,
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri, tutuklanmis canli ve cansiz
biyokiitlelerinin 6zellikle 15 dak gibi kisa bir slirede maksimum diizeyde Cd(II)
adsorpladig1r goz Oniinde tutulursa, atitk su artiminda kullanimi zaman agisindan
avantaj saglayacaktir. Elde edilen deneysel sonuclara gore, diger denemelerde
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri, tutuklanmis cansiz hiicreleri
ve tutuklanmis canli hiicrelerinin Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonunda biyokiitleler

metallere 60 dak maruz birakilmislardir.
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Biitiin biyosorpsiyon denemelerinde hem Cr(VI) hem de Cd(II)’nin adsorpsiyonunun
en yiiksek oldugu biyokiitlenin tutuklanmis cansiz hiicreler oldugu goriilmektedir.
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmig cansiz hiicreleri optimum
sartlarda 100 ppm Cr(VI)’nin % 49’unu, 100 ppm Cd(II)’nin ise % 64’{inli biyosorbe
ettigi tespit edilmistir. Optimum sartlarda tutuklanmis cansiz hiicreler, Cr(VI)
biyosorpsiyonunda cansiz hiicrelerden % 16 ve tutuklanmis canli hiicrelerden % 7
daha fazla Cr(VI)’y1, Cd(II) biyosorpsiyonunda ise cansiz hiicrelerden % 15 ve
tutuklanmis canli hiicrelerden % 8 daha fazla Cd(Il)’yi ortamdan giderdigi
goriilmiistiir. Cr(VI) ve Cd(II) denemelerinde Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
cansiz hiicreleri 100 ppm Cr(VI)’nin % 33, 100 ppm Cd(I)’nin ise % 49’unu
adsorbe ettigi tespit edilmistir. Tutuklanma ile cansiz hiicreler metal alinim
kapasitelerini arttirmiglardir. Bununla birlikte, Cr(VI) ve Cd(II)’nin Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin canli hiicrelere toksik etkisi ve ECsy degerlerinin
biyosorpsiyonda uygulanan 100 ppm metal konsantrasyonundan daha diisiik
olmasindan dolayi, bu metallerin adsorpsiyonunun tutuklanmig cansiz biyokiitleye

gore daha diisiik oldugu diigtiniilmektedir.

Su ana kadar yapilan biyosorpsiyon ¢alismalari arasinda Synechocystis sp. ¢ok fazla
kullanilmadig: i¢in bu ¢alisma orjinallik tasimaktadir. Donmez ve ark. (1999), cansiz
Synechocystis sp. ile yaptiklar1 c¢alismada, biyokiitlenin 100 ppm Cr(VI)’nin %
19,2’sini adsorbe ettigini bildirmislerdir [Donmez ve ark., 1999]. Bu calismada
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz hiicreleri 100 ppm Cr(VI)’nmin %
33’linii adsorbe ettigi tespit edilmistir. Saeed ve Igbal (2006), Synechococcus sp’nin
cansiz ve tutuklanmig cansiz hiicrelerinin Cd(II) biyosorpsiyonu agisindan
karsilagtirmis, tutuklanmis hiicrelerin, cansiz hiicrelerden daha ¢ok miktarda Cd(II)
biyosorbe ettiklerini rapor etmislerdir. Ayrica arastiricilar, cansiz hiicrelerin
biyosorpsiyon caligmalarinda tekrarli kullaniminin zor oldugundan ve her yikama
isleminden sonra biyokiitle kaybi1 gibi dez avantajlarinin oldugunu, tutuklanmis
hiicrelerin metal gideriminde, tekrar kullanilabilirligi ve dayanikliligi agisindan
kullaniminin daha ¢ok avantaj saglayacagini bildirmislerdir [Saeed ve Igbal, 2006].
Aragtiricilar tutuklanmis hiicrelerin serbest hiicrelerden daha ¢cok metal adsorbe ettigi

bildirilmistir [Akhtar ve ark., 2004; Shashirekha ve ark., 2008]. Bu ¢alismada oldugu
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gibi diger arastiricilarin ¢alismalarindan da, hiicre ylizeyi biiylimesi ve baglanma
bolgelerinin artmasindan dolay1 tutuklanmis hiicreler agir metal alinimini arttirmistir.
Teknolojik acidan degerlendirildiginde, 6zellikle Cr(VI) ve Cd(II) kirliligine maruz
kalan sularin temizlenmesinde Synechocystis sp. BASO670 izolatinin tutuklanmis

cansiz hiicrelerinin kullaniminin avantaj saglayacag diisiiniilmektedir.

Bu caligsmada hiicrelerin tutuklanmasi ic¢in kullanilan aljinat, alglerin iirettigi dogal
bir materyal oldugu, diger tutuklama ajanlar ile karsilastirildiginda toksik bir yapiya
sahip olmadig1 ve tutuklanan mikroorganizmanin gelismesinde olumsuz bir etkisinin
bulunmadigi bilinmektedir. Heteropolimer bir yapiya sahip olan aljinat, a-L-gluronik
ve P-D-monouronik asit ihtiva etmektedir [Kiran ve ark., 2007]. Metal giderimi
calismalarinda tutuklama ile hiicre yogunlugu artirilarak, biyokiitle her desorpsiyon
isleminden sonra defalarca kullanilabilmektedir [Bai ve Abraham, 2003; Bajpai ve

ark., 2004].

Agir metallerin gideriminde, kullanilan biyokiitlenin desorpsiyon sonrasinda
rejenerasyona bagl olarak tekrar kullanilabilmesinin biyoteknolojik agidan 6nemli
oldugu bildirilmektedir [Gupta ve ark., 2000]. Biyokiitlenin biyoteknolojik ve ¢evre
uygulamalarinda kullanilabilmesi i¢in sadece iyi biyosorpsiyon yapmasinin yeterli
degildir, ayni zamanda adsorplanan metalin kolayca geri kazamlabilir ve
biyokiitlenin tekrar kullanilabilir olmas1 gerekmektedir [Tunali ve ark., 2005]. Bazi
aragtiricilar ~ desorpsiyon ¢ozeltisi  olarak EDTA’y1, bazilann ise HClyi
onermektedirler [Gupta ve Rastogi, 2008]. EDTA etkili bir desorpsiyon ¢ozeltisi
olmasma ragmen, yiiksek miktarlarda kullanildigi zaman dogada ciddi cevresel
problemlere neden olmaktadir. HCI ise hem iyi bir desorpsiyon ¢ozeltisi olup, ayni
zamanda EDTA’dan daha ucuza temin edilmektedir. Bu nedenle biyosorpsiyon-
desorpsiyon denemelerinde desorpsiyon ¢ozeltisi olarak biyoteknolojik agidan

onemli olan HCI kullanilmastir.

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis canli ve cansiz
biyokiitlelerinin, daha 6nce Cr(VI) ve Cd(II) gideriminde belirlenen optimum

sartlarda tekrar biyosorpsiyonlari calisilmis ve hemen ardindan her iki metalin
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desorpsiyonlar1 denenmistir. Toplam 5 biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii
denenmistir. Desorpsiyon ¢ozeltisi olarak HCI kullanilmistir. Elde edilen sonuglara
gore kullanilan her {i¢ biyokiitleden tutunan Cr(VI)’nin % 86’sindan, Cd(II)’nin ise
% 90’1indan daha fazlasi geri kazanilmistir. Besinci dongiiden sonra biyokiitlelerde
deformasyonlar meydana gelmistir. Cansiz hiicrelerin Cr(VI) ve Cd(Il)
desorpsiyonlarinda her yikama isleminden sonra biyokiitlelerinde kayiplar meydana
gelmigtir. Tutuklanmig hiicreler iceren kiirelerde ise 5. dongiiden sonra bozulmalar
ve parcalanmalar oldugu gozlenmistir. Biyosorpsiyon-desorpsiyon ve geri
kazanimlar1 karsilastirildiginda tutuklanmis canli ve cansiz hiicreler, cansiz
hiicrelerden daha yiiksek miktarlarda Cr(VI) ve Cd(II) adsorpladig1 ve desorbe ettigi
tespit edilmistir. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis cansiz,
tutuklanmis canli biyokiitlelerinin 5 biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiileri sonunda
Cd(IT) metalinde, Cr(VI)’ya gore geri kazanimin fazla oldugu tespit edilmistir. Geri
kazanilan metallerin, kullanilabilir formlarina doniistiiriildiikten sonra ilgili endiistri
ve sanayide tekrar kullanimi miimkiin oldugu bildirilmistir [Gupta ve ark., 2000]. Bu
acidan bakildiginda, endiistrilerde ham madde olarak kullanilan metallerin tekrarli
kullanimi maliyeti diislirecegi i¢in biyoteknolojik olarak avantaj saglayacagi

diistiniilmektedir.

Gupta ve Rastogi (2008), Nostoc muscorum’un cansiz biyokiitlesinin Cr(VI)
desorpsiyonunda, EDTA ¢o6zeltisi kullanarak biyosorbe edilen Cr(VI)’nin % 80’ini
geri kazanildigimi ve biyokiitlenin 5 biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinde
kullanildigin1 bildirmiglerdir [Gupta ve Rastogi, 2008]. Yine ayni arastiricilar
Oedegonium sp.’nin cansiz hiicreleri ile Cd(II) giderim c¢alismasinda, tutunan Cd(II)
nin geri kazanilmasinda HCI kullanmig ve biyokiitlenin bes biyosorpsiyon-
desorpsiyon dongiisiinde Cd(II)’nin % 82’sinin geri kazanildigir rapor edilmistir
[Gupta ve Rastogi, 2008]. Oscillatoria sp. H1 ile Cd(II) gideriminde, biyokiitleden
Cd(I)’ nin geri kazanilabilmesi i¢in HCl ¢ozeltisi kullanilmis, toplam {i¢
biyosorpsiyon-desorpsiyon dongiisii denenmis ve her dongiide tutunan Cd(I1)’nin %
85’1 geri kazamlmistir [Katircioglu ve ark.,, 2008]. Diger c¢alismalar ile
karsilastirildiginda  biyosorpsiyon-desorpsiyon dongii sayist ve geri kazanim

acisindan Synechocystis sp. BASO670 izolat1 ile daha iyi sonug alindig1 goriilmiis ve
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buna gore tutuklanmis cansiz hiicreleri Cr(VI) ve Cd(II) metallerinin gideriminde

kullaniminin avantajli olabilecegi sdylenebilir.

Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmig cansiz, tutuklanmig canli
biyokiitlelerinin hem Cr(VI) hem de Cd(II) biyosorpsiyonu ve desorpsiyonu genel
olarak incelendiginde, tutuklanmis cansiz hiicreler biyoteknolojik olarak endiistriyel
attk sularda bulunan Cr(VI) ve Cd(II) agir metallerden arindirilmast igin,
kullanilabilecek iyi bir biyosorbent oldugu goriilmektedir. Su ana kadar metal alinimi
kantitatif olarak incelenmistir. Ancak, Cr(VI) ve Cd(Il) giderim mekanizmasini
incelemek ve bu metallerin hiicreye etkilerini belirlemek amaci ile canli hiicreler
ECso degerinin altinda olan 10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(I) ve 10’ar ppm
Cr(VI)+Cd(II) metallerine maruz birakilmiglardir.

Canlt hiicrelerde metal almiminin iki asamada gergeklestigi, birinci asamada
metallerin hiicre ylizeyinde fiziksel yolla tutundugu (hizli alinim), ikinci asamada ise
hiicre igersine alindig1 (yavas alinim) bildirilmistir [Matsunaga ve ark., 1999]. Hiicre
ylzeyine almimda hiicre duvarinda bulunan fonksiyonel gruplarin ve
ekzopolisakkaritlerin énemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Hiicre igersine alinimda
ise; metaller diisiik molekiiler agirlikli tiyollere tutunarak aktif transport ile hiicre
icersine alindig1 rapor edilmistir [Bajguz, 2000; Wang ve Chen, 2006]. Diger bir
hiicre igersine alinim sekli de metallotiyonein gibi selatlayict proteinlere tutunarak
endositoz yolu ile alinim oldugu bildirilmistir [Van Ho ve ark., 2002; Zalups ve
Ahmad, 2003]. Biyobirikim mekanizmalart kullanilan mikroorganizma ve metal
cesidine gore degistigi bir¢ok arastirict tarafindan rapor edilmistir [Arunakumara ve
Xuecheng, 2008]. Metal aliniminda canli hiicrelerin  kullanimi, alinim
mekanizmasinin ortaya c¢ikmasinda avantaj saglamaktadir. Endiistriyel atiklarla
kirletilmis sularda agir metaller tek tek degil, birgogu bir arada bulunmaktadir.
Mikroorganizmalarin, belirli bir ortamdaki bir metal iyonunu biyosorplama
kapasitesi, ortamda bagka metallerin var oldugu durumlarda, tek metalin varlig: ile
kiyaslandiginda; artabilir (sinerjistik etki), azalabilir (antagonistik etki) veya higbir
degisim gdstermez (noninteraction) [Sag ve ark., 1998]. Bu nedenle Synechocystis

sp. BASO670 izolatinin dogal ortamdaki davranisina yaklasimlar yapabilmek i¢in
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Cr(VD)+Cd(II) metal karisiminin biyobirikimi de denenmistir. Bu calismada 7 giin
boyunca Cr(VI), Cd(Il) metalleri ve Cr(VI)+Cd(II) metal karisimlarina maruz kalan
Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicrelerinin, hiicre ylizeyine toplanan ve

hiicre i¢ersine alinan metal miktarlar1 incelenmistir.

Canl1 Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI), Cd(Il) ve Cr(VI)+Cd(II) alma
kapasitelerini belirlemek i¢in 7 giin boyunca bu metallere maruz birakilmiglardir.
Yedinci giiniin sonunda Synechocystis sp. BASO670 izolat1 10 ppm Cr(VI)’nin %
7’sini hiicre yiizeyine, % 2’sini de hiicre i¢ine, 10 ppm Cd(II)’nin % 89’unu hiicre
ylizeyine, % 4’linli de hiicre i¢ine almistir. Cr(VI)’nin % 80’1, Cd(II)’nin ise % 7’si
suda kalmistir. Metaller tek tek denendiginde Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
canlt hiicreleri, hiicre yiizeyi ve hiicre igersine toplam % 9 Cr(VI), % 93 Cd(Il)
biriktirmis ve bu sonuglara gore Cd(Il)’yi Cr(VI)’ya gore daha cok tercih etmistir.
Izolat Cr(VI)’nin ¢ok az bir kismim, Cd(II)’nin ise neredeyse tamamini giderdigi

goriilmiistiir.

Cr(VI)+Cd(II) metal karigimina maruz kalan hiicrelerde ise yine Cr(VI)’ya nazaran
Cd(II) aliniminin daha fazla oldugu tespit edilmistir. 7. giiniin sonunda Cd(II)’nin
neredeyse tamami (% 96) hiicre ylizeyine tutunurken, Cr(VI) alinimi goriilmemistir.
Ancak, hiicre igersine Cd(II) alinimi goriilmezken, Cr(VI)’nin % 28’inin hiicre
igcersine alindig1 tespit edilmistir. Metal karisimlarina maruz kalan Synechocystis sp.
BASO670 izolati, yine metallere ayr1 ayr1 maruz kaldigindaki gibi Cd(II)’yi tercih
etmistir. Biyobirikim denemelerinde kullanilan ortam BG11’in pH’s1 6,8’dir. Ancak
Cr(VI)’nin asidik pH’larda alindigi bilinmektedir. Bu nedenle yiiksek pH’larda
Cr(VI) alinimi eser miktarda olmaktadir [Cimino ve ark., 2000; Gode ve Pehlivan,
2005]. Asidik pH’lar metalin hiicre i¢ine aliminda gorev alan tastyict proteinlerin
veya metal giderim mekanizmasinda rol alan enzim aktivitelerini etkileyebilecegi
disiiniilmektedir. Diger taraftan Cd(II) alinimi yiiksek pH’larda (pH 6-7)
ger¢ceklesmektedir [Chojnacka ve ark., 2005; Katircioglu ve ark., 2007]. Bu nedenle
Synechocystis sp. BASO670 izolat1 hiicre yiizeyine Cd(II)’yi Cr(VI)’ya nazaran daha
¢ok tutmustur.
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Biyobirikim c¢aligmalar1 ile ilgili literatlir arastirmalari sonucunda Cr(VI) ve
Cd(II)’un Synechocystis sp. izolatimin canli hiicreleri ile alinimi ilk defa bu tez
calismasinda denenmistir. Bu nedenle elde edilen sonuglar agisindan bu c¢alisma
Oonem tasimaktadir. Baska bir biyobirikim ¢aligmasinda, Matsunaga ve ark. (1999),
izole ettikleri 191 adet mikroalgden 24’liniin Cd(II)’ ye direngli oldugunu tespit
etmiglerdir. Cd(II)’ye en ¢ok direng gosteren Chlorella sp. NKG16014 izolatinin
Cd(II) biyobirikimini incelemisler. Elde edilen sonuglara goére Cd(II)’nin % 25’i
hiicre yiizeyine tutunurken % 67’si hiicre igersine alinmigtir [Matsunaga ve ark.,
1999]. Chlorella sp. NKG16014 izolatinin Cd(II) alimimi Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin Cd(II) alinimi ile karsilastirildiginda, Cd(Il)’nin Synechocystis
sp. BASO670 izolatinin hiicre yiizeyinde daha ¢ok ve hiicre icersine daha az alindigi
goriilmiistiir. Metallerin  biyobirikiminde bircok faktér gorev almaktadir. Bu
faktorlerden en 6nemlilerinin hiicre duvarindan salgilanan ekzopolisakkaritler (EPS)
ve hiicre duvar yapisinda bulunan metal baglayict ve tasiyici proteinlerin oldugu
bilinmektedir. Metal aliniminda 6nemli olan bu yapilarin durumu, igerikleri ve
yogunluklarindaki farkliliklardan dolayi, farkli mikroorganizmalarin  metal

aliniminda farkliliklar goriilmektedir.

Agir metallere maruz kalan mikroorganizmalarin morfolojilerinde degisiklikler
meydana gelmektedir. 10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) ve 10’ar ppm Cr(VI)+Cd(II)
agir metallerine maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin hiicrelerine bu
metallerin etkisini incelemek i¢in taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri ve
goriintiilerin elementel analiz sonuglar1 kontrol hiicrelerle (metale maruz kalmayan)
karsilagtirilmigtir. BG11 besiyerinde inkiibasyona birakilmis ve agir metal ilave
edilmemis Synechocystis sp. BASO670 izolatinin kontrol hiicrelerinin SEM
gorlintiilerinde normal gelisimini  slirdiiren boliinme durumundaki hiicreler
goriilmektedir. EDS yardimiyla yapilan hiicre yiizeyi elementel analizlerinde ise

Cr(VI) ve Cd(IT) agir metallerine rastlanilmamustir.

Bir¢ok bakteri hiicresi kuraklik, sicaklik, pH degisimleri ve agir metaller gibi stres
sartlarinda EPS iireterek yasamlarini devam ettirmektedirler. Sentezlenen EPS kimi

zaman bakteriyi agir metaller gibi olumsuz ¢evre sartlarindan korurken, kimi zaman
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da ortamda bulunan agir metalleri tuttugu bilinmektedir. Bu 6zellik bakterinin
cinsine ve agir metalin cesidine gore degismektedir [Comte ve ark., 2008].
Siyanobakterilerin ~ ekzopolisakkaritleri genelde heteropolimer yapida olup
cogunlukla glikoz, galaktoz, mannoz, riboz, arabinoz, ksiloz, fukoz, ramnoz sekerleri
ile glukronik ve galaktronik seker asitlerinden olusmaktadir [De Philippis ve ark.,
2000]. EPS siyanobakterilerde hiicre duvaria bagl ve disar1 salinan olmak iizere iki
sekilde bulunmaktadir. Siyanobakter ekzopolisakkaritlerinde yiliksek miktarlarda
uronik asit ve fosfat gruplari bulunmaktadir [Richert ve ark., 2005]. Bu Onemli
fonksiyonel gruplar ortamdaki metali tutarak bir bariyer gibi hiicreyi

korumaktadirlar.

10 ppm Cr(VI) ve 10 ppm Cd(II)’ye maruz kalan Synechocystis sp. BASO670
hiicrelerinin SEM goriintiileri kontrol (metale maruz kalmayan) hiicrelerle mukayese
edildiginde, metale maruz kalan hiicrelerin salgiladig1 eksopolisakkarit (EPS) yapida
belirgin bir artig oldugu ve hiicre yiizeylerinin kontrole gore daha piiriizlii bir yapiya
sahip oldugu goriilmektedir. Bu goriintiiye sahip hiicrelerin ¢evresinin EPS ile kapli
oldugu ve bu hiicrelerin metali daha ¢ok ylizeylerine tutacagi disiiniilerek EDS
analizleri yogunlukla bu bdlgelerde yapilmistir. Yin ve ark. (2008), Candida
tropicalis ve Candida lipolytica’nin Cr(VI) ve Cd(II) giderim kapasitelerini ve FTIR
ve SEM/EDS analizleri ile de metal baglanma boélgelerini aragtirmislar, elde edilen
sonuglara gore, Cr(VI) detoksifikasyonunda ise hiicre disina salgilanan
exopolisakkaritlerin 6nemli faktorler oldugunu rapor etmislerdir [Yin ve ark., 2008].
Yapilan analizlerde, EPS’nin yogun olarak disar1 salindig1 bdlgelerde piiriizlii hiicre

ylizeyine gore daha fazla Cr(VI) ve Cd(Il)’ye rastlanmistir.

10’ar ppm Cr(VI)+Cd(I1) agir metallerine maruz kalan hiicrelerde ise sarmal ve {i¢li
yapilar gibi morfolojik anormallikler oldugu tespit edilmistir. Bu anormalliklerin
hiicrelerin normal hiicreler gibi tam olarak bdliinememesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Agir metal karigimma maruz kalan hiicrelerin EPS’si kontrol
hiicrelerin EPS’si ile karsilagtirildiginda bir artis oldugu tespit edilmistir. EDS
yardimiyla yapilan hiicre ylizeyi elementel analizlerinde ise, bir rekabet ortami

oldugu i¢in hiicre yiizeyinde Cr(VI)’ya nazaran ¢ok yiiksek miktarda Cd(II) biriktigi
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tespit edilmistir. Biyobirim deneylerinde de 10’ar ppm Cr(VI)+Cd(I) agir
metallerine maruz kalan Symnechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI)’dan ¢ok
Cd(II)’yi tercih ettigi tespit edilmisti. Hiicre yiizeyi SEM/EDS elementel anliz
sonuclart biyobirikim deneyi sonuglarint dogrulamaktadir. Surosz ve Palinska
(2004), bakir ve kadmiyumun Anabaena flos-aqua’ya etkisini SEM/EDS analizi ile
incelemisler, Cu(Il) ve Cd(II)’nin yapisal olarak hiicre morfolojisini degistirdigini
tespit etmiglerdir. EDS analizi sonuglara gore Anabaena flos-aqua’nin canli
hiicrelerinin Cd(IT)’yi Cu(Il)’ye nazaran daha ¢ok tercih ettigini rapor etmislerdir
[Surosz ve Palinska, 2004]. Ortamda birden fazla metal olmasi durumunda hiicre
ylizeyine baglanma bdlgelerinde rekabet olusmaktadir [Bueno ve ark., 2008]. Metal
karigtminin aliniminda ve kullanilan biyomateryallerin metal tercihinde etkili olan en
onemli faktorlerden biri de metallerin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikleridir. Bir
metalin elektronegativitesi ve iyonik radyani ne kadar yiiksek ise baglanma giicli de

o kadar artmaktadir [Sag ve ark., 2002; Bueno ve ark., 2008].

Elementel analizleri hiicre yiizeyinde bulunan elementlerin tespiti igin
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Cr(VI) ve Cd(II) elementelerinin yani sira hiicre
ylizeyinde bulunan C, O, Na, Mg, K ve Ca elementlerine de rastlanmistir. Biitiin
denemelerde hiicrenin yapitast olan C ve O elementlerinin diger elementlere nazaran
daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir. Bueno ve ark. (2008), Rhodococcus
opacus’u Pb(Il), Cr(IlT) ve Co(Il) metallerine maruz birakarak, metallerin hiicre
lizerine etkisini elektron mikroskobu ile incelemisler ve elementel analizlerini
yapmislardir. Elementel analiz sonuglarina gore, kontrol hiicrelerde tespit edilen K
(potasyum) elementine metale maruz kalan hiicrelerde rastlanilmamistir. Hiicre
ylizeyinde bulunan K’un metallerle yer degistirmis olabilecegini rapor etmislerdir

[Bueno ve ark., 2008]. Bu ¢calismada boyle bir iliski bulunmamaktadir.

Agir metallerin detoksifikasyonunda, hiicre yiizeyine baglanmasinda ve hiicre
icersine alinmasinda rol oynayan oOnemli bir faktér de proteinlerdir. Bircok
organizmada oldugu gibi siyanobakterilerde de metaller, mikro-besin kaynaklar1 ve
enzimatik kofaktorler olarak kullanilmaktadir. Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, ve

Zn gibi elementler metabolizmada i¢in gerekmektedir [Baptista ve Vasconcelos,
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2006]. Fakat Cr(VI) ve Cd(I) gibi elementler metabolizmanin hi¢bir evresinde
kullanilmaz ve yiiksek oranda toksik etki gostermektedir. Bu nedenle hiicre igersine
alman toksik agir metaller metallotiyonein tiirevi proteinlerle etkisiz hale
getirilmektedirler. Agir metal stresine maruz kalan siyanobakteriler metalleri etkisiz
hale getirmek i¢cin metal baglayict (metallotiyonein tiirevi) proteinleri
sentezlemektedirler. Metallotiyoneinlerin stres durumunda vakuollerde birikerek
sitoplazmada bulunan agir metal iyonlarmin konsantrasyonlarim1 kontrol altinda
tutarak hiicreyi korudugu ya da metallerin potansiyel toksik etkilerini nétralize ettigi
bildirilmistir [Cobbett ve Goldsbrough, 2002; Banjerdkij ve ark., 2003; Perales-Vela
ve ark., 2006].

Metal baglayict 6zellige sahip metallothionein tiirevi proteinlere son yillarda ilgi
artmis ve bu konu ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Ornegin, Cd(II)’ye maruz
kalan sucul mikroorganizmalarin bircogunda sisteince zengin metallotiyonein
proteinlerin sentezlendigi tespit edilmistir [Guimaraes-Soares ve ark., 2007]. Paxillus
involutus ile yapilan bir ¢aligmada 3 kDA molekiiler agirliga sahip metallotiyonein
tiirevi proteinin metal toleransi ile ilgili oldugu rapor edilmistir [Courbot ve ark.,
2004]. Bir diger ¢calismada Chlorella sorakiana 11 kDa molekiiler agirhiginda Cd(II)
baglama yetenegine sahip metallotiyonein tiirevi proteinin metal direngliliginde ¢ok
onemli rol oynadig: bildirilmistir [Yoshida ve ark., 2006]. Sucul funguslarla yapilan
bir calismada ise 11 kDa metallotiyonein benzeri bir proteinin agir metal

adaptasyonu sagladigi tespit edilmistir [Miersch ve Grancharov, 2008].

Cr(VI) ve Cd(Il)’ye direngli olan Synechocystis sp. BASO670 izolat1 10 ppm Cr(VI]),
10 ppm Cd(I) ve 10’ar ppm Cr(VI)+Cd(Il) agir metallerine maruz birakilarak
proteinleri ¢ikarilmis ve SDS-PAGE’de marker ile birlikte yiiriitiilerek protein
profillerinde meydana gelen degisiklikler kontrol hiicrelerle mukayese edilmistir.
SDS-PAGE jel goriintiilerine gére Cr(VI)’ya maruz kalan hiicrelerin proteinleri
kontrol hiicrelerin proteinleri ile karsilastirildiginda, 10,15 KD biiyiikliigiinde farkli
bir proteinin sentezlendigi ve bazi protein miktarlarinda artma veya azalmanin
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Benzer sonuglar baska calismalarda da bildirilmistir.

Chovanova ve ark. (2004), kadmiyum kirliligin maruz kalan aktif ¢camurlardan sekiz
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adet bakteri izole ederek, biyokimyasal reaksyionlari, DNA analizi ve API analizine
gore izolatlar1 tanimlamiglardir. Cd(Il)’ye direngli olan bu sekiz izolatt 50 ppm
Cd(II)’ye maruz birakarak, SDS-PAGE ile protein profillerini kontrol hiicrelerin
protein profilleri ile karsilagtirmislardir. Kontrole gore Cd(I)’ye maruz kalan
hiicrelerin bazi proteinlerin miktarinda artis oldugunu, bazilarinda ise kontrolde
bulunmayan proteinlerin sentezlendigi bildirilmistir [Chovanova ve ark., 2004].
Cr(VI)’ya maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin biyobirikim
deneylerinde, 10 ppm Cr(VI)’nin ¢ok az bir miktarinin giderildigi, % 7’sini hiicre
ylizeyinde % 2’sini de hiicre igine aldigi tespit edilmisti. Cr(VI)’ya maruz kalan
hiicrelerin protein profillerinde goriilen farkli bantin, Cr(VI) metalinden korunmak
metali etkisiz hale getirmek icin sentezlenen stres proteini olabilecegi

distiniilmektedir.

Cd(II)’ye maruz kalan Cr(VI)’ya maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
proteinleri kontrolle karsilagtirildiginda bazi proteinlerin miktarlarinda farkliliklarin
oldugu, 21,82 KD’luk proteinin ise kayboldugu tespit edilmistir. Cr(VI)+Cd(II) agir
metallerine maruz kalan hiicrelerin proteinleri, kontrol hiicrelerin proteinleri ile
karsilastirildiginda ise birgok proteinin kayboldugu, 6zellikle 42,25 KD’luk proteinin
miktarinda ciddi bir artis oldugu dikkati ¢ekmektedir. Cr(VI)+Cd(II) metal
karigtmina maruz kalan hiicrelerin SEM goriintiilerinde, bir¢ok hiicrede morfolojik
deformasyonlar tespit edilmisti. Bu morfolojik deformasyonlarin kaybolan
proteinlerden  kaynaklandigr  diisiiniilmektedir.  Felicio ve ark. (2003),
Acidithiobacillus ferrooxidans’mm 2D-PAGE yontemi kullanarak bakir iyonlarina
maruz kalan hiicrelerinin proteinlerini, kontrol hiicrelerin proteinleri ile
kargilagtirmiglar ve metale maruz kalan hiicrelerin kontrol hiicrelerin proteininde
bulunmayan 17KD’luk farkli bir protein sentezledigini tespit etmislerdir [Felicio ve
ark., 2003]. Vido ve ark., (2001) Sacharomyces cerevisiae mayasi ile yaptiklar
calismada, Cd(II)’ye maruz biraktiklar1 maya hiicrelerinin proteinlerinin proteom
analizinde, Cd(II)’ye maruz kalan S. cerevisiae hiicrelerinin 54 proteinin miktarinda
artis, 43 proteinin miktarinda da azalma oldugunu bildirmislerdir [Vido ve ark.,

2001]. Metallere maruz kalan Symnechocystis sp. BASO670’in proteinlerinde
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meydana gelen farkliliklar bu konu ile yapilan diger calismalara benzerlik

gostermektedir.

Surosz ve Palinska, (2004), Anabaena flos-aqua’ya cesitli Cd(Il) konsantrasyonlari
(0,5, 1, 3, 6 ppm) uygulayarak SDS-PAGE protein profillerini incelemisler, Cd(II)
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak protein miktarlarinda azalma oldugunu tespit
etmislerdir [Surosz ve Palinska, 2004]. Congeevaram ve ark. (2007), agir metallere
direncli fungus ve bakteri izolatlarinin Cr(VI) ve Ni(Il) giderimini ¢alismislar, 100
ppm Cr(VI) ve 50 ppm Ni(Il)’ye maruz kalan hiicrelerin SDS-PAGE protein
profillerinde kontrole gore farkliliklarin oldugunu tespit etmislerdir. Cr(VI)’ya maruz
kalan Aspergillus sp.’un protein profilinde 93 kDa molekiiler agirliga sahip,
kontrolde hiicrelerin proteininde olmayan bir protein bandinin goriildiigii ve bu
proteinin  Cr(VI) detoksifikasyonuna neden olabilecegi rapor edilmistir

[Congeevaram ve ark., 2007].

Metallere maruz kalan Synechocystis sp. BASO670’in proteinlerinin SDS-Page jel
goriintiisii incelendginde, protein miktarlardaki farkliliklarin, farkli bir proteinin
sentezinin ve kaybolan proteinlerin daha ¢ok 30 KD’un altindaki molekiiler agirliga
sahip proteinlerde meydana geldigi dikkati ¢ekmektedir. Bir¢ok arastirict metal
gideriminde gorev alan metallotiyonein proteinlerinin molekiiler agirliklarinin 30

KD’un altinda oldugunu rapor etmislerdir.

Siyanobakterilerde agir metal detoksifikasyonundan sorumlu mekanizmalardan bir
digeri de proteinlere bagli thiol gruplaridir [Perales-Vela ve ark., 2006]. Tiyoller,
sistein aminoasiti bakimindan zengin olup, genellikle hiicre ylizeyinde
metallotiyoneinlere bagli olarak bulunan ve metallerin aliniminda ve hiicre igersine
taginmasinda rol oynayan en onemli fonksiyonel gruptur [Jaeckel ve ark., 2005].
Yapilarima —SH gruplar1 igeren tiyoller, proteine bagli tiyol ve proteine baglh
olmayan tiyoller olmak iizere iki gruba ayrilmaktadirlar [Cobbett ve Goldsbrough,
2002] ve her iki grup da metal gideriminde etkili oldugu bildirilmistir [Singh ve ark.,
2005]. Bu g¢alismada 7 giin 10 ppm Cr(VI), 10 ppm Cd(II) ve 10’ar ppm
Cr(VD)+Cd(II) agir metallerine maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin
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klorofil-a miktarlari, protein miktarlari, siilfidril grubu igeren toplam tiyoleri (TT),
proteine bagli olan tiyoleri (PBT) ve proteine bagli olmayan tiyoleri (PBOT) tespit
edilmis kontrol hiicreler ile mukayese edilmistir. 7. glinlin sonunda farkli metal ve
karisimlarina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin klorofil-a ve
protein miktarlarinda kontrole gore bir azalma oldugu belirlenmistir. Farkli metaller
ve karigimina maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin TT miktarlarinda
1. giinden itibaren Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(Il) karisiminda kontrole gore artis oldugu
tespit edilmistir. Cr(VI)’ya maruz kalan hiicrelerin TT miktarlarinin kontrole gore 4.
gline kadar arttigi, 4. giinden itibaren ise azaldigi belirlenmistir. Cr(VI)’nin
biyobirikim sonuglar1 (% 7) incelendiginde Cd(II)’ye (% 89) oranla ¢ok daha az
miktarda hiicre ylizeyinde toplandigi tespit edilmisti. Cd(II)’ye maruz kalan
hiicrelerin TT miktarlarinin 7. giine kadar kontrole gore arttigi tespit edilmistir.
Biyobirikim deneylerindeki Cr(VI) ve Cd(II)’deki hiicre yiizeyine alinim

farkliliklarinin TT miktarlarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

3. gilinden itibaren Cr(VI) ve Cd(II) uygulanmis hiicrelerde kontrole gére PBOT
miktarlarinda kontrole gore dikkate deger bir artig belirlenmez iken, Cr(VI)’ya maruz
kalan hiicrelerde 5. giinden itibaren PBOT miktarlarinda diisme goriilmiistiir.
Cr(VI)+Cd(II) metal karistmina maruz kalan hiicrelerde ise 1. giinden 7. giine kadar
kontrole gore belirgin bir artis oldugu tespit edilmistir. PBT gruplar1 kontrol
hiicrelerle karsilastirildiginda ise 3. giinden itibaren 7. giine kadar Cr(VI), Cd(I) ve
Cr(VD)+Cd(II) metal karigimlarina maruz kalan hiicrelerin kontrole gore proteine
bagli tiyol miktarlarinda artig oldugu tespit edilmistir. En yiiksek artisin Cr(VI)’ya
maruz kalan hiicrelerde oldugu dikkati c¢ekmektedir. Cr(VI)’ya maruz kalan
hiicrelerin proteinlerinin SDS-PAGE jel goriintiisiinde kontrol hiicrelerin ve diger
metallere maruz kalan hiicrelerin proteinlerinde bulunmayan farkli bir proteinin
oldugu tespit edilmistir. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI)’ya maruz
kalan hiicrelerinde kontole gore PBT miktarinda artisin olmast ve protein
profillerinde diisiik molekiiler agirlikli farkli bir proteinin sentezlenmesine ragmen,
hiicrelerin biyobirikim denemelerinde Cr(VI)’nin ¢ok az bir miktarinm1 giderdigi tespit

edilmistir. Bu nedenle, PBT miktarindaki artis ve farkli protein sentezinin Cr(VI)
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alinim ile degil, Cr(VI)’dan korunmak amagl olan stres proteinlerine baglh oldugu

diistiniilmektedir.

Cd(I) ve Cr(VD)+Cd(II) metal karisimina maruz kalan hiicrelerin PBT miktarlarinda
kontrole gore diislis oldugu tespit edilmistir. SDS-PAGE jel goriintiistinde de Cd(IT)
ve Cr(VI)+Cd(II) metal karistmima maruz kalan hiicrelerin proteinlerinde kontrole
gore bircok proteinin miktarinin azaldigi hatta metal karigtmina maruz kalan
hiicrelerin  proteinlerinde kayiplar oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu agidan

degerlendirildiginde SDS-PAGE protein sonuglarini PBT sonuglar1 dogrulamaktadir.

Diger mikroroganizmalar ile yapilan caligmalarda metale bagli olarak tiyol
gruplarmin iiretiminin de arttig1 rapor edilmistir. Bir sucul fungus olan Articulospora
tetracladia ile yapilan bir calismada temiz ve metal kirliligine maruz kalan sulardan
izole edilen izolatlar Cd(II) ye maruz birakilmis ve Cd(II) varliginda hiicrelerin
kontrol hiicrelere gore tiyol miktarlarinda artis oldugu tespit edilmistir [Miersch ve
ark., 2001]. Cd(II)’ye maruz kalan mayalardan Schizosaccharomyces pombe’nin [Al-
Lahham ve ark., 1999], ascomycetelerden Neurospora crassa’nin [Kneer ve ark.,
1992], zygomycetelerden Mucor racemosus’un [Miersch ve ark., 2001],
funguslardan Paxillus involutus’un [Courbot ve ark., 2004], mikroalglerden
Tetraselmis suecica’nin [Perez-Rama ve ark.,, 2001], alglerden Fontinalis
antipyretica’nin [Bruns ve ark., 2001] proteine bagli olmayan tiyol gruplarinda

metale bagl bir artis oldugu rapor edilmistir.

Guimaraes-Soares ve ark. (2007), Fontanospora fusiramosa ve Flagellospora curta
sucul funguslarmin Cd(I)’ye maruz kalan hiicrelerinin proteine bagl tiyol
gruplarinda artis oldugunu tespit etmisleridir [Guimaraes-Soares ve ark., 2007].
Cd(Il)’ye maruz kalan H. lugdunensis fungusunun protein profilinde 5-15 kDa
molekiiler agirliga sahip yeni proteinlerin sentezlendigi bildirilmistir [Miersch ve
ark., 2003]. Siyanobakterilerden Synechococcus PCC 7942 ile yapilan ¢aligmalarda
56 adet sisteince zengin aminoasiti iceren SmtA proteini oldugu rapor edilmistir.
SmtA proteininin hiicre i¢inde gorevi; ozellikle Cd ve Zn gibi agir metallerin

detoksifikasyona neden olmaktadir [Olafson ve ark., 1988]. Metallotiyonein
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proteinleri icersinde sadece prokaryotlara 6zel SmtA’nin yapisinda metallerin
baglanmasin1 saglayan tiyol gruplart bulunmaktadir ve metale maruz kalan

hiicrelerde bu proteinin sentezinin arttig1 bildirilmektedir [Cavet ve ark., 2003].

Gilinliimiizde artik metal giderimi kadar metal gideriminde rol oynayan faktorler ve
giderim mekanizmas1 6nem kazanmaktadir. Biyosorpsiyonda ve biyobirikimde
kullanilacak canlinin metabolizmasini ve metabolizmaya bagli metal gideriminde rol
oynayan metabolitlerin bilinmesi, canlinin biyoteknolojide ve oOzellikle aritimda
kullanilmas1 agisindan avantaj saglamaktadir. Bu calismada Synechocystis sp.
BASO670 izolatimin Cr(VI) ve Cd(II) biyosorpsiyonu ve biyobirikimi detayli bir
sekilde incelenmis olup, metallerin canli hiicrelere etkileri SEM ve EDS analizleri
ile, metallerin alinim mekanizmalar1 ise biyobirikim deneyleri, SDS-page jel
goriintiileri ve tiyol miktarlarinin belirlenmesi ile tespit edilmistir. Bu calismada
kullanilan teknikler, yontemler orijinal olup metal giderimi kapsaml bir sekilde
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore Synechocystis sp. BASO670 izolatinin atik
sulardan Cr(VI) ve Cd(II) metallerinin gideriminde kullaniminin avantaj saglayacagi

diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Bu ¢alismada, Mogan Golii, Kurtbogazi Baraji, Uncali Deresi, Bafa Golii, Hatim
Cay1, Harikalar Diyar1 Goéleti ve Kizilirmak Nehri’nden izole edilen 15 adet
siyanobakter izolatinin, morfolojileri, boliinme fizyolojileri ve 16S rRNA’larina gore
tanimlamalar1  yapilmig, biitiin izolatlarin = Synechocystis sp.’ye ait oldugu

belirlenmistir.

2. Tanimlanan izolatlar, atik sularda ¢ok yogun olarak bulunan ve yliksek oranda
toksik Cr(VI) ve Cd(Il) agir metallerine maruz birakilarak, gerek klorofil-a miktarlari
gerekse de ECsy degerlerine gore, bu metallerin izolatlarin canliligina etkileri
belirlenmistir. Mogan Gdliinden izole edilen Synechocystis sp. BASO670’in her iki
metale karsi canliligini en ¢cok koruyan izolat oldugu tespit edilmistir. Biyosorpsiyon
ve biyobirikimde avantaj saglayacag: diisiincesi ile bu ¢alismalarda Synechocystis sp.

BASO670 izolat1 kullanilmustir.

3. Synechocystis sp. BASO670 izolatinin cansiz, tutuklanmis cansiz ve tutuklanmis
canli biyokiitleleri kullanilarak Cr(VI) ve Cd(II) agir metallerini biyosorpsiyonu
calisilmig, tutuklanmis cansiz hiicrelerin diger biyokiitlelerden daha iyi bir
biyosorbent oldugu tespit edilmistir. Biyosorpsiyon sonuglarina gére Cd(I) giderimi

Cr(VI) giderimine gore ¢ok daha fazla oldugu goriilmiistiir.

4. Symechocystis sp. BASO670 izolatinin canli hiicrelerinin Cr(VI), Cd(I) ve
Cr(VI)+Cd(II) biyobirimi iki agsamada ¢alisilmis, her uygulama i¢in hiicre ylizeyine
ve hiicre igersine alinan metal miktar1 tespit edilmistir. Canli Syrechocystis sp.
BASO670 izolati Cd(II)’yi Cr(VI)’ya nazaran daha ¢ok tercih ettigi, metallerinin
cogunun hiicre ylizeyinde biriktirdigi ¢ok az bir kisminin hiicre igersine aldigi

belirlenmistir.

5. Biyobirikim c¢alismast ile aym sartlarda Cr(VI), Cd(II) ve Cr(VI)+Cd(Il)
metallerine maruz kalan Synechocystis sp. BASO670 izolatinin SEM/EDS analizleri

yapilmig, SEM goriintiilerine gore, Cr(VI) ve Cd(II) metalerine maruz kalan
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hiicrelerin yiiksek oranda EPS sentezlendigi, Cr(VI)+Cd(Il) metallerine maruz kalan
hiicrelerin ise morfolojik deformasyonlara ugradigr tespit edilmistir. EDS
analizlerinde ise Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cd(II)’yi Cr(VI)’ya nazaran
daha cok tuttugu ve hiicre yiizeyine nazaran metallerin EPS yapisina daha ¢ok
tutundugu belirlenmistir. SEM/EDS sonuglar1 biyobirikim sonuglarini1 destekledigi
tespit edilmistir.

6. Metalin hiicre icersine alinmasinda ve detoksifikasyonunda gorev alan
metallotiyonein ve stres proteinlerinin metal gideriminde Onemli rolii oldugu
bilinmektedir. Cr(VI), Cd(II) ve Cr(VD)+Cd(Il) agir metallerine maruz kalan
hiicrelerin proteinleri c¢ikarilarak, SDS-PAGE protein profillerindeki farkliliklar
tespit edilmistir. Metale maruz kalan hiicrelerin proteinlerin, 6zellikle 30 KD’un
altindaki molekiiler agirliga sahip proteinlerin miktarlarinda farkliliklar meydana
geldigi tespit edilmis, metal varlifinda sentezlenen bu diisiik molekiiler agirlikli
proteinlerin, metal gideriminde baglayict ve stres proteinleri oldugu

distiniilmektedir.

7. Proteinlerdeki farkliliktan yola ¢ikarak toplam, proteine bagli ve proteine bagh
olmayan tiyol gruplarinin da metal giderimde etken olabilecegi diisiincesi ile Cr(VI),
CdI) ve Cr(VD)+Cd(II) agir metallerine maruz kalan Syrechocystis sp. BASO670
izolatinin tiyol gruplar1 incelenmis, biyobirikim ¢aligmasin1 ve SDS-PAGE protein

profilindeki farkliliklar1 dogrulayacak sonuglar elde edilmistir.

Bu c¢alisma ile Synechocystis sp. BASO670 izolatinin Cr(VI) ve Cd(I)
biyosorpsiyonu ve biyobirikimi ¢ok yonlii olarak c¢aligilmis, giderimde rol oynayan
metabolizma ve metabolitlerin etkileri detayli bir sekilde incelenmistir. Giderimde
rol oynayan metabolizma ve metabolitlerin bilinmesi, atik su arittminda kullanilacak
biyokiitlenin giderimde daha verimli olmasi agisindan avantaj saglayacaktir. Bu
calismada kullanilan teknik ve ydntemlerin yeni olmasi, biyosorbent olarak segilen
mikroorganizmanin diger metal c¢alismalarinda ¢ok fazla kullanilmamasi, metal
gideriminin sadece sayisal olarak degil mekanizmasmin da incelenmesi, SEM

goriintiileri ile metallerin canlt hiicrelere etkisinin belirlenmesi, metal gideriminde rol
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oynayan proteinlerin ve tiyol gruplarinin biyobirikimle iligkilendirilmesi nedeni ile
bu alanda yapilmis diger calismalardan daha kapsamli ve orijinal olup, metal

gideriminde ¢alisan diger arastiricilar i¢in kaynak olusturacaktir.

Daha ilerki asamalarda Cr(VI) ve Cd(II) agir metallerine tolerans1 Synechocystis sp.
BASO670 izolatinin, Cr(VI) ve Cd(II) gideriminde rol oynayan hiicre duvar
yapisinda bulunan karboksil, hidroksil ve fosfat gibi fonksiyonel gruplarinin,
ekzopolisakkarit yapisinda bulunan ve giderimde rol oynadigi bilinen seker
monomerlerinin, uronik asit, glukuronik asit ve galaktronik asitin, metal varliginda
ortaya c¢ikan metallotiyonein tiirevi gibi stres proteinlerin ve giderimde elzem olan
baz1 enzimlerin saflastirilarak karakterizasyonu yapilabilir. Metallerin proteinlere
etkisi 2D-PAGE yontemi ile daha detayl bir sekilde incelenebilir. Ayrica, SDS-
PAGE’de kontrole gore miktarlarinda degisiklikler goriilen ve sentezlenen farkl
proteinlerin saflastirilarak dizi analizleri yapilabilir ve bu farkli proteinler

tanimlanabilir.

Sonug olarak, klasik aritim yontemlerine alternatif bir yontem olan biyosorpsiyon ve
biyobirikimle Cr(VI) ve Cd(Il) giderimi i¢in, Synechocystis sp. BASO670 izolati
icme sularindan ve atik sulardan toksik metallerin uzaklastirilmasinda giivenli bir

biyofiltre olarak degerlendirilebilir.
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