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Ankara’daki Cubuk Cay1 Gilimiisdere Mahallesi noktasindan alinan su 6rnekleri, organik
kirletici Setazol Navy Blue SBG (SNB) ve inorganik kirletici Cr(VI) veya Ni(Il)’e
direncli karisik bir mikrobiyal kiiltiir elde edilmek iizere kullanilmistir. Bu kiiltiir daha
sonra SNB ve Cr(VI) veya Ni(Il)’in biyogiderimini amaglayan deneylerde kullanilmistir.
Karisik kiiltiiriin boya igeren ortamda, Cr(VI) giderimi yaptig1, bununla birlikte Ni(II)’i
uzaklagtiramadigr goriilmustiir. En yiiksek kirletici giderim etkinligi i¢in optimum
kosullar arastirilmistir. Sonuglar, Cr(VI) i¢in %96.3 ve SNB boyas1 i¢in %78.5 giderim
oranlariyla en etkili biyogiderimin pH 8’de gerceklestigini gostermistir. Yedi giinliik
inkiibasyon stiresinin ardindan, 50.4 mg/L SNB ve 9.7 mg/L Cr(VI) iceren ortamda,
giderim verimleri, SNB boyasi i¢in %87.3 ve Cr(VI) i¢in %96.6 olmustur. En yiiksek
biyolojik giderim kapasitesi, 50 mg/L SNB boya ve 25 mg/L Cr(VI) iceren ortamda
%38’lik (v/v) karisik kiiltiir biyokiitle konsantrasyonunda gozlenmis ve her iki kirletici i¢in
%1001k bir giderim verimi elde edilmistir. En yiiksek biyoremediasyon kapasitesine
sahip bakteriler, 16S rDNA gen dizisi analizi yoluyla Microbacterium oxydans ve
Leucobacter aridicollis olarak tanilanmistir. Potansiyel biyoremediasyon mekanizmalari,
mikroorganizmalarin FTIR spektrumlari analiz edilerek, cesitli fonksiyonel gruplara ve
ilgili  yapilara odaklanilarak arastinlmistir.  Bu c¢alisma ile elde edilen
mikroorganizmalarin, atiksularin  biyoremediasyonunda, ¢esitli  biyoteknolojik
uygulamalarda ve biyolojik aritim sistemlerinde kullanim potansiyeline sahip, iilkemizde
bulunan akarsulardan izole edilmis yerli, glivenli, ucuz ve etkin biyosorbentler olarak
kullanilabilecekleri ortaya konulmustur.
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ABSTRACT

Master’s Thesis

INVESTIGATION OF MIXED MICROBIAL CULTURE USAGE IN BIOLOGICAL
TREATMENT OF ORGANIC AND INORGANIC POLLUTANTS

Ayse irem GUNDUZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

Water samples collected from the Cubuk Cay1 Giimiisdere neighborhood in Ankara were
used to obtain a mixed microbial culture resistant to both the organic pollutant Setazol®
Navy Blue SBG (SNB) and inorganic pollutant Cr(VI) or Ni(Il). This culture was
subsequently used in experiments aimed at bioremoval of SNB and Cr(VI) or Ni(Il). It
was observed that the mixed culture removed Cr(VI) but could not remove Ni(Il) in the
dye-containing medium. The optimal conditions for achieving the highest pollutant
removal efficiency were investigated. The results showed that the most effective
bioremoval occurred at pH 8, with removal rates of 96.3% for Cr(VI) and 78.5% for SNB
dye. In medium containing 50.4 mg/L SNB and 9.7 mg/L Cr(VI), removal efficiencies
after a 7-day incubation period were 87.3% for SNB dye and 96.6% for Cr(VI). The
highest bioremoval capacity was observed at a mixed culture biomass concentration of
8% (v/v) in the medium containing 50 mg/L. SNB dye and 25 mg/L Cr(VI), giving a
removal efficiency of 100% for both pollutants. Through 16S rDNA gene sequence
analysis, the bacteria with the highest bioremediation capacity were identified as
Microbacterium oxydans and Leucobacter aridicollis. Potential bioremediation
mechanisms were investigated by analyzing FTIR spectra of microorganisms, focusing
on various functional groups and related structures. It has been revealed that the
microorganisms obtained from this study can be used as local, safe, cheap, and effective
biosorbents isolated from the streams in our country, which have the potential to be used
in the bioremediation of wastewater, various biotechnological applications, and biological
treatment systems.

May 2024, 64 pages
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1. GIRIS

Gliniimiizde artan kiiresel niifus, devam eden endiistriyel gelisme ve degisen iklim
kosullari, diinyadaki ekosistemlerin bozulmasina, ¢evresel kirlilige ve su kaynaklarinin
tahribatina sebep olmaktadir. Ticari ve endiistriyel siireglerden kaynaklanan boya ve agir
metal iceren atiksularin verimli bir sekilde aritilmasi gerekmektedir. Bu kirleticiler
kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontemlerle giderilebilmektedir. Geleneksel olarak fiziksel
ve kimyasal yontemler kullanilsa da biyolojik aritim son zamanlarda ¢ok daha diisiik
maliyetli ve etkili bir ¢6ziim olarak ilgi gérmektedir (Singh vd. 2022). Biyolojik aritim,
kirletici gideriminde toksik maddelere direngli ve farkli mikroorganizmalarin kullanildig1
biyoremediasyonu temel almaktadir. Farkli kirleticiler i¢eren atiksularin aritiminda ucuz,
cevre dostu ve ekonomik bir ¢oziim olan biyoremediasyon, en etkin yol olarak karsimiza

¢ikmaktadir. (Kant 2012, Pande vd. 2020).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, Cubuk Cay1 (Keg¢idren, Ankara) Giimiisdere Mahallesi
noktasindan alman su Ornekleri kullanilarak elde edilen karisik bakteriyel kiiltiiriin,
Setazol® Navy Blue SBG (SNB) boya ve Cr(VI) agir metal biyoremediasyonu
aragtirtlmistir. Karigik kiiltiirtin en yiiksek kapasite ile giderim yaptig1 optimum kosullar
belirlenmistir. Karisik kiiltiirden saf kiltiirler de izole edilerek, biyolojik aritim
kapasiteleri karsilastirilmig, en yiiksek biyoremediasyon kapasitesine sahip bakteriler
tanilanmis ve bu mikroorganizmalarin kirletici gideriminde rol alan fonksiyonel gruplari
FTIR analizi ile belirlenmistir. Bu tez ¢alismasiyla, boyar madde ve agir metali birlikte
iceren ortamlarda kirletici gideriminde etkin verime sahip karisik bakteriyel kiiltiir elde
edilmis ve bu Kkiiltirden izole edilen saf bakterilerden en etkin biyoremediasyon
kabiliyetine sahip olanlar 16S rDNA analizine gére M. oxydans ve L. aridicollis olarak
tanilanmigti. FTIR analizlerine gore, bakterilerin kirletici igeren ve igermeyen
ortamlardaki toksik maddelere kars1 mikrobiyal diren¢ mekanizmalarinin farkli yollarla
oldugu goriilmiistiir. Bu yiiksek lisans tezi ile, lilkemizde bulunan akarsulardan elde
edilmis karisik bakteriyel kiiltiirtin ve bu karisik kiiltiirden izole edilen saf bakterilerin
biyolojik aritim sistemlerine entegre edilebilir, giivenli, uygun maliyetli ve etkin

biyosorbentler olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Atiksular

Endiistriyel, tarimsal, evsel ve ticari siirecler dahil olmak iizere ¢esitli insan faaliyetleri
neticesinde ortaya ¢ikan agir metaller, patojenler, sentetik kimyasallar ve farmasdtik
maddeler gibi bir¢ok ¢esitli kirleticileri i¢eren atiksular, giin gectikce ekosistemlere daha
cok zarar vermekte ve insan sagligi i¢in ciddi bir risk olusturmaktadir (Haripriyan vd.
2022, Dutta vd. 2024). Endiistriler genislemeye ve gelismeye devam ettikce, olusan
atiksularda bulunan kirleticilerin hacmi ve karmasiklig1 artmakta ve bu durum bunlarin
cevre iizerindeki olumsuz etkilerini azaltma zorlugunu daha da artirmaktadir. Genellikle
nehirler, goller, denizler ve okyanuslar gibi dogal su kiitlelerine desarj edilen atiksular,
temiz su kaynaklarimin kullanilabilirligini tehlikeye atmakta, biyolojik c¢esitliligi
bozmakta ve toksikolojik etkileri sebebi ile 6nemli bir ¢evre ve saglik sorunu olarak kabul

edilmektedir (Kishor vd. 2021, Dutta vd. 2021).

Gida, enerji, kimya, ilag, elektronik, madencilik endiistrileri basta olmak iizere bircok
farkl1 endiistri, faaliyetleri ve siireglerinin dogasi geregi ciddi miktarlarda atiksu
tiretmektedir (Birlesmis Milletler Su Raporu 2017). Bununla birlikte, tekstil endiistrisi
onemli miktarlarda su tiikketimi ve yogunluklu olarak agir metaller, toksik boyalar ve
kimyasal maddeler gibi ¢esitli kirleticiler iceren atiksular olusturmasi nedeniyle kiiresel
olarak su kirliligine en biiyiik katkida bulunan sektorlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir

(Kishor vd. 2021).

2.2 Tekstil Boyarmaddeleri

Boyalar genellikle uygulandiklar1 substrat iizerinde fiziksel ve/veya kimyasal baglanma
yoluyla renk verebilen maddelerdir. Boya molekiillerinin iki temel bileseni kromofor ve
oksokromdur (Sekil 2.1). Atomik gruptan olusan ve renk iiretmekle sorumlu olan
kromoforlar, oksokromun tasidig1 farkli fonksiyonel gruplar sayesinde (karboksilik asit

(-COOR)), siilfonik asit (-SO3H), amino (-NHz) ve hidroksil (-OH) gruplar1 gibi) suda



¢Oziiniirliik ve afinite gliclenmesi kazanabilirler (Hunger 2007, Pereira ve Alves 2012).
Oksokrom ve kromoforlar arasindaki sinerjik etkilesim sayesinde, renk yogunlugu ve
tonunda ince degisimler elde edilebilir ve bir malzemenin nihai renklendirmesi iizerinde

hassas kontrol saglanabilir (Giirses vd. 2016).

Sekil 2.1 Azo boya grubundan 4-Hidroksiazobenzen (Solvent Yellow-7)’in yapisal
bilesenleri (Gtirses vd. 2016)

Cok c¢esitli organik bilesiklerden olusan tekstil boyarmaddeleri, iplik, lif ve kumas gibi
tekstil malzemelerini renklendirmek ve parlatmak i¢in kullanilmaktadir. Bu
boyarmaddeler sahip olduklar1 kimyasal yapilarina, uygulama yOntemine ve

coziinlirliiklerine gore siniflandirilir (Gregory 1990).

Boyarmaddeler kimyasal yapilarina gore simiflandirildiginda; azo, nitro ve nitrozo,
indigo, antrakinon, trifenilmetan, fitaleyn, ftalosiyanin ve boyama ozelliklerine gore
simiflandirildiginda; reaktif, dispers, direkt, mordan, pigment, vat, metal-kompleks, asit
(anyonik), bazik (katyonik) olarak tanimlanmaktadir (Giirses vd. 2016, Kumar 2021).
Onemli baglica boya tiirlerine ait 6rnekler ve kimyasal yapilar1 cizelge 1.1°de yer

almaktadir.



Cizelge 2.1 Kimyasal yapilarina gore baslica boya tiirleri (PubChem 2024)
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= .
| 57
H.g S
N / /
Azo 1 Nitro 0=« AN \J
>
H
Solvent Yellow 14 Acid Yellow 24
(Sudan I) (Martius Yellow)
"
] ,U : ',: J. 0
Ma* °§ 57 Mt
UG
Indigo noow Antrakinon ' l :
Acid Blue 74 °
(Indigo carmine) Solvent Yellow 163
| Hoc
= " ~~
(1
Trifenilmetan ‘ ~ |Fitaleyn
/N -~
Malachite Green
(Basic Green 4)
O ) \: P 0
Nitrozo TN ~~~ 5w+ |Ftalosiyanin MMy
s} O o - o 7N
Naphthol Yellow S Bermuda Blue
(Acid Yellow 1) (Copper phthalocyanine)




Siniflandirma agisindan tekstil boya maddeleri, her biri benzersiz o6zelliklere ve
uygulamalara sahip olan ¢ok ¢esitli bilesiklerden olusur. Bu bilesiklerin kimyasal yapilari
genellikle aromatik halkalar, konjuge sistemler ve spesifik renk oOzellikleri veren

fonksiyonel gruplar icermektedir (Benkhaya vd. 2022).

Azo boyalarin yapis1 bir veya daha fazla aromatik halkaya bagl bir veya daha fazla azo
bagindan (-N=N-) olusur. Tekstil endiistrisi tarafindan kullanilan tiim reaktif boyalarin
yaklasik %60°1 azo boyalardir (Giirses vd. 2016, Benkhaya vd. 2020). Agirlikli olarak
tekstil liflerinin, 6zellikle pamuk, ayn1 zamanda ipek, yiin, viskon ve deri, plastik ve kagit
gibi sentetik liflerin boyanmasinda kullanilirlar. Genel olarak azo boyalar oldukca
dayaniklidir ve saglam kimyasal yapilar1 nedeniyle hizla bozunmazlar (Benkhaya vd.

2020).

Reaktif boyalar, tekstil endiistrisinde pamuk, yiin, ipek, viskon gibi dogal elyaflarin
boyanmasinda yaygin olarak kullanilan bir sentetik boya sinifidir. Parlak ve canli renkler
saglayan bu boyalar, sahip olduklar reaktif grup sayesinde liflerin yiizeyindeki hidroksil
(-OH) gruplar ile reaksiyona girerek giiclii bir kovalent bag olustururlar (Clark 2011,
Lewis 2014). Optimal renk fiksasyonu i¢in yiiksek sicaklik, alkali ve tuz iceren uzun
siireli banyo ve yikama islemi gerektirdikleri i¢in, reaktif boya ve diger yardimci
kimyasallar1 igeren atiksularin verimli bir sekilde aritim1 hem ¢evre hem de insan sagligi

i¢in onemlidir (Clark 2011, Benkhaya vd. 2020).

Direkt boyalar, dogrudan tekstile uygulanabilen bir sentetik boya grubudur. Genellikle
yapisinda aromatik bir kromofor ve kromofora bagl siilfonik asit grup bulunmaktadir.
Direkt boyalardaki kromoforlar azo, stilben, oksazin ve ftalosiyanin tiirevlerini igerir.
Suda ¢6ziinebilen yapilar1 ve genis renk yelpazesi sayesinde uygulama kolaylig1 saglarlar

(Clark 2011).

Tekstil endiistrisinde bir¢ok farkli boyama ve yikama igleminde, boyarmaddelerin yan
sira siklikla asetik asit, sodyum hidroksit, siilfiirik asit, hidrojen peroksit gibi yardimci
kimyasallar da kullanilmaktadir (Giirses vd. 2016, Benkhaya vd. 2022). Bununla birlikte

tekstil boya maddeleri, kompleks kimyasal bilesimleri ve potansiyel toksisiteleri
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nedeniyle alic1 ortama direkt desarj edildiginde su, toprak ve hava dahil olmak {izere

cesitli cevresel bilesenlerde kirlilik yaratmaktadir (Lellis vd. 2019, Al-Tohamy vd. 2022).

2.2.1 Tekstil boyarmaddelerinin cevre ve insan saghgina etkileri

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyarmaddelerin ve diger ¢esitli kimyasallarin
ksenobiyotik dogasi, kimyasal yapisi, yiiksek termal direnci ve fotostabilitesi nedeniyle
biyolojik olarak parcalanmasi zordur (Lellis vd. 2019). Yiizey sular1, yer alt1 sulari, hava
ve topraga karisan bu kirleticiler, dogrudan ve dolayli olarak flora ve faunada ekolojik

dengenin bozulmasina sebep olmaktadir (Akhtar vd. 2021, Islam vd. 2023).

Boyama ve terbiye islemleri esnasinda kumas veya liflere tutunamayan boyalar1 da iceren
atiksular, yiiksek pH seviyesine sahip bir sekilde desarj edildiginde, atiksularda yer alan
boyarmaddeler, suyun rengini ve seffafligin1 degistirmekte, giines 151811 keserek su
kaynaklarimin kalitesini diisiirerek biyolojik aktivitesini bozmaktadirlar. Bu nedenle,
aritilmamig veya tam olarak arntilmamis tekstil atiksulari, dogal ekosistemi olumsuz
etkileyerek hem sudaki hem de karadaki yasam i¢in sorunlara sebep olmaktadir (Khan

vd. 2014, Al-Tohamy vd. 2022).

Bir¢ok azo boyarmaddesinin ve ara {iriinlerinin (aromatik aminler) toksik etkiye sahip
oldugu, bu boyarmaddeleri iceren atiksulara maruz kalma ve boya konsantrasyonuna
bagl olarak insanlar iizerinde akut ve kronik mutajenik etkiler gosterdigi kanitlanmistir

(Chung, 2016, Islam vd. 2023).

Tekstil endiistrisi atiklarinda bulunan agir metaller biyolojik olarak parcalanamaz;
dolayisiyla viicudun ana organlarinda birikirler ve zamanla iltihaplanarak ¢esitli hastalik
belirtilerine yol acarlar ve bu durum insan sagligi agisindan 6nemli riskler olusturur
(Solayman vd. 2023, Dutta vd. 2024). Yapilan ¢alismalarda, birgok farkli boyarmadde
cesidinin insanlarda, bitki ve hayvanlarda genotoksik, kanserojen ve ndrotoksik etkiler

gosterdigi ortaya konmustur (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2

Tekstil boyarmaddelerinin insan, bitki ve hayvanlardaki toksik etkileri
(Saxena ve Gupta 2020)

Boya Tiirii | Uygulama Tiirii | Canh Tiiri | Etki Tiird Kaynakca
Bitki biiylimesinin
engellenmesi, klorofil a
iceriginin azalmast, karotenoid | Lobiuc vd.
Kongo o iceriginin artmasi, boya (2018)
Kirmizisi Pamuk boyama | Bitkiler birikimi ve nekroz olusumu, Asses vd.
PS 1I verimliligi azalmast; (2018)
kromozomal anormallikler ve
¢imlenme oraninda azalma
Cimlenme oraninin
Metil Tekstil boyama Bitkiler ve | engellenmesi, Ayed vd.
Kirmiz1 hayvanlar Tuzlu su hayvanlari igin (2011)
olimciil etki
Pamuk, suni . . ,
Direkt ipek, jut, itkiler | cuniug foeriade suneuz | %54
Kirmuzi 2B | hindistan cevizi, otki g (2017)
keten boyama
Mavi GL,
Mavi 2RNL, Siirgiin ve kok uzunlugu
Direkt Tekstil boyama | Bitkiler tizerinde olumsuz etki, tohum | Jadhav vd.
Kirmiz1 5B, ¢imlenmesinin ve a-amilaz (2016)
Altin Sarist, aktivitesinin inhibisyonu
Kirmiz1 RR
Tiiy ve kok uzunlugunda
Reaktif Tekstil boyama | Bitkiler ve | azalma, Lade vd.
Mavi 172 ve baski hayvanlar Tath su hayvanlari, memeliler | (2015)
ve insanlar igin toksik etki
Kirmizi, TeI;stlLboyama
sar1, mavi, Ve baskl Bitkiler ve | Insanlar, bitkiler ve diger Sani vd.
turuncu Endustrlsmde hayvanlar organizmalar igin toksik etki (2018)
boya oyf';lma ve
yeniden boyama
Polyester elyaf,
.[I_)L']S;Eifu 1 ;ilr'ﬁlkn XIEE;nas Hayvanlar | Genotoksik ve sitotoksik (er(;rlalz) vd.
boyama
Metil Tekstil boyama Bitkiler ve | Hayvan fizyolojisi lizerinde Sharma vd.
Kirmizi hayvanlar | toksik (2009)
Endistriyel | Bitkiler ve Mutajenik ve kanserojen de Lima vd.
atik hayvanlar (2007)
Bitkiler ve | Aritilmamus tekstil boyas1 atik
Endiistriyel hayvanlar | suyunun erkek albino siganlarin | Sharma vd.
atiksu B hematopoetik sistemine (2007)

toksisitesi




2.3 Agir Metaller

Agir metaller, yiiksek yogunluga sahip, farkli konsantrasyonlarda biyolojik sistemler i¢in
toksik veya zehirli olan metalik elementlerdir. Bu metallerin yogunlugu 5 g/cm?'ten
fazladir ve kursun (Pb), civa (Hg), kadmiyum (Cd), arsenik (As), krom (Cr), nikel (Ni),
bakir (Cu), ¢inko (Zn) gibi elementleri icerir (Morris, 1992). Demir (Fe), bakir (Cu) ve
cinko (Zn) gibi baz1 agir metallerin eser miktarlar1 fizyolojik ve biyokimyasal islevlere
sahip olmakla beraber, eksikligi veya fazlaligi durumunda mikroorganizmalarda, bitki,

hayvan ve insanlarda toksik etki yaratabilmektedir (Tchounwou vd. 2012).

2.3.1 Agir metallerin cevre ve insan saghgina etkileri

Basta metaliirji ve madencilik olmak tizere, bir¢cok farkli endiistrinin ¢esitli kimyasal ve
fiziksel proseslerinde kullanilan agir metaller, pek ¢ok organik kirletici gibi biyolojik
olarak parcalanamadiklar1 i¢in hem ¢evre hem de insan sagligi i¢in tehdit edici bir
unsurdur. Insan kaynakli faaliyetlere ek olarak hava, riizgar ve su etkisiyle de agir
metallerin ¢evreye yayilmasi ile hem yiizey hem de yer alti sularinda birikerek tiim
ekosistem icin risk olusturmaktadirlar (Ali vd. 2019). Farkli biyolojik sistemlerde
gerceklesen agir metal maruziyetinin neden oldugu toksisite arastirmacilar tarafindan

insan, bitki ve hayvanlarda incelenmis ve ¢izelge 2.3’te 6zetlenmistir.

Agir metaller diger metal veya organik kirleticiler ile birlikte su, hava ve kara
ekosistemlerinde birikerek besin zinciri ile her bir canliya taginmaktadir. Agir metal
toksisitesinin genel mekanizmasi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi, oksidatif hasarin
ortaya ¢ikmasi ve bunun ardindan saglik iizerinde olumsuz etkiler olugsmasidir (Zamora-
Ledezma vd. 2021). Yutma, soluma ve deri temasi gibi farkli maruz kalma yollar ile
insanlarda karaciger, bobrek, kalp ve beyin gibi hayati organlarda birikerek fizyolojik
stirecleri etkilemektedirler (Mudgal vd. 2010). Bu nedenle, agir metallerle kirlenmis sular
diinya capinda yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. insanlarda gesitli akut
ve kronik toksik etkiler yaratan krom, kursun ve civa gibi agir metaller gen ifadesini
etkileyerek epigenetik degisiklikler de olusturabilmektedir (Mishra vd. 2010, Wang vd.
2018).



Cizelge 2.3 Agir metallerin insan, bitki ve hayvanlardaki toksik etkileri (Hossini vd.
2022, Tchounwou vd. 2012)

Agir Metal | Maruz Kalma e e
Tiirii Tiirii Canh Tiiri | Etki Tiird Kaynakc¢a
Norodejeneratif Jiang vd. (2007);
Kadmiyum |i¢me suyu, deniz insan bozukluklar, Nagata vd. (2005);
[Cd (1] triinleri tiiketimi meme kanseri, Waalkes vd.
prostat kanseri (1997)
Norotoksik etki, Khalil vd. (2009);
Kursun I¢me suyu, boya, insan hemolitik anemi, | Vij ve Dhundasi
[Pb (1D] toprak akciger kanseri, (2009); IARC
mesane kanseri (2004)
Igme suyu,
toprak, mesleki
Krom maruz kalma . Akciger kanseri, | Cogliano vd.
[Cr(vi] (deri, ahsap, Insan burun ve paranazal | (2011); Loomis
tekstil vb. siniis kanseri vd. (2018)
endiistriyel
faaliyet)
Karaciger, akciger,
Krom . . bobrek ve .
[Cr(VI)] I¢me suyu Insan firogenital organ Linos vd. (2011)
kanserleri
Agir metal iceren Antioksidan
Krom su ve gida Hayvan ?ktl.v!tenm Yang vd. (2020)
[Cr(VI)] e (Fare) inhibisyonu ve
tiiketimi G ..
karaciger fibrozisi
Immunotoksik
Civa Madencilik insan etki, norotoksik Gibb ve O’Leary
[Hg(1n)] faaliyetleri etki, bobrek (2014)
yetmezligi
Cimlenme,
Bakir Bitki biiyiime ve gelisim
[Cu(D] Toprak, su (Piring) izerinde toksik Xu vd. (2006)
etki




2.4 Atiksulardan Agir Metal ve Boyarmaddelerin Aritim

Diinyadaki erisebilir tatli su kaynaklari, niifus artisi, kuraklik ve kirlilik gibi pek cok
tehditle kars1 karstyadir. Teknolojik ve ekonomik gelismeler, kentlesme ve sanayilesme
gibi etkenlere bagl olarak, su ihtiyact ve su kullanimi giin gectikce artmaktadir. Su
tiiketiminin yogun ve su kirliliginin oldukg¢a yiiksek oldugu endiistriyel faaliyetlerin
basinda tekstil, gida, kimya, madencilik ve makine sektorleri gelmektedir (Pande vd.

2020, Haripriyan vd. 2022).

Mevcut sinirli su kaynaklarinin korunmasi, kullanilabilir ve temiz suya erisimin
verimliligi i¢in siirdiiriilebilir su aritim, yeniden kullanim ve desarj yontemlerinin
gelistirilmesi ve etkin sekilde uygulanmasi gerekmektedir (Englande vd. 2015). Agir
metal ve boyarmaddeleri ayr1 ayr1 veya birlikte iceren endiistriyel atiksularin bir dizi
aritim islemlerinden gegerek dogal su kaynaklarina desarj edilmesi hem insan hem de

cevre sagligl agisindan 6nem teskil etmektedir.

Agir metallerin gideriminde, iyon degisimi, adsorpsiyon, koagiilasyon, kimyasal
coktlirme, ters osmoz, flotasyon ve membran filtrasyon yontemleri gibi fiziksel ve
kimyasal yontemler kullanilmakta; boyarmaddelerin aritiminda ise oksidasyon,
flokiilasyon, elektrokimyasal yontemler de kullanilmaktadir (Anderson vd. 2022).
Kirletici giderim yontemlerinin siniflandirilmast ve ilgili tekniklere ait drnekler sekil
2.2°de gosterilmistir. Genel olarak tercih edilen fizikokimyasal ve biyolojik yontemlerin
hem maliyet agisindan hem de uygulanabilirlik ve verimlilik agisindan degerlendirilerek,
artimi yapilacak olan atiksuyun ozelliklerine bagli olarak ayri1 ayr1 veya birlikte
kullanilmast miimkiindiir (Crini ve Lichtfouse 2019). Cizelge 2.4 te 6nemli atiksu aritim

yontemlerinin sahip oldugu avantajlar ve dezavantajlar belirtilmistir.

Yiiksek hacimli ve bilesimi farkliliklar gosterebilen atiksularin verimli bir sekilde
artiminin saglanabilmesi i¢in fiziksel ve kimyasal yontemlerin bir arada kullanilmasi
gerekebilmektedir (Sathya vd. 2022). Yiiksek isletme maliyetleri, camur olusumu, yiiksek
degiskenlikte kimyasal Ozelliklere sahip boyarmaddelerin kullanimi ve zararli ara

reaksiyon iiriinii olusumu gibi farkli faktorler géz onlinde bulunduruldugunda, mevcut
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yontemlere verimlilik katabilecek alternatif yontemler gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir

(Saravanan vd. 2023).

Kirletici Giderim Y 6ntemleri

Konvansiyonel Y6ntemler Yaygin Kullanilan Y6ntemler Yeni Gelistirilen Yontemler
Koagiilasyon/Flokiilasyon Solvent ekstrasyonu Ileri Oksidasyon
(Fiziksel) (Kimyasal) (Kimyasal)
e lkimyasab Biyosorsior
(Fiziksel) (Biyolojik)
Oksidasyon
_ (Kimyasal) Biyokiitle
Biyodegradasyon (Biyolojik)
(Biyolojik)

Elektrokimyasal

Nanofiltrasyon

- (Fiziksel)
?'I:I;[Zrﬁig/;? Membran filtreleri
(Fiziksel)
Adsorpsiyon Membran
(Fizikokimyasal) biyoreaktorleri

Iyon degisimi
(Fiziksel)

Ozonasyon
(Kimyasal)

Sekil 2.2 Kirletici giderim yontemlerinin siniflandirilmast ve ilgili tekniklere ait
ornekler (Crini ve Lichtfouse 2019)
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Cizelge 2.4 Onemli atiksu aritim ydntemlerinin sahip oldugu avantajlar ve dezavantajlar

(Crini ve Lichtfouse 2019)

Aritim Tiiri gi—?l(lailkler Avantajlar Dezavantajlar
e Kimyasal tiiketimi
(kireg, oksidanlar
vb.)
o Teknolojik olarak basit | ® Aftksuyun
(basit ekipman) f|2|_k9k|myasal
¢ Ekonomik agidan ;[;l!flt.).lk(pH)
o avantajli ve verimli ¢ Jusu
Kirleticilerin Yiiksek kirletici konsantrasyonlarda
tutulmasi ve * Pklse. r etlcll bili metal
Kimyasal ¢oktiirme olusan yukierine uygu ?na e uzaklagtirmada
. o Metaller ve floriir .
iriinlerin - ¥ etkisiz
eliminasyonunda verimli
ayrilmast o o Kompleks metaller
e Metal segici degil icin oksidasyon
° !(lr_nyasal Olfsuen . adim ihtiyaci
ihtiyacinda 6nemli Viiksek
azalma ¢ Yuksckcamur
iretimi, bertaraf ve
tasima sorunlari
(yOnetim, aritma,
maliyet)
o Basit siirecli e Tek kullanimlik
e Ticari olarak ¢ok ¢esitli kimyasallarin
kimyasallar mevcut eklenmesi
e Ucuz sermaye maliyeti (koagiilant,
e lyi camur ¢okeltme ve flokiilant, yardime
Kirleticilerin susuzlastirma 6zellikleri kimyasallar)
Koagiilasyon tutulmasi ve e Kimyasal oksijen ° A_tl_k suyun
Flokiilasyon olusan . ihtiyacinda ve _f|2|kokm_1yasal
tiriinlerin biyokimyasal oksijen izlenmesi (pH)
ayrilmasi ihtiyacinda dnemli e Yiiksek camur

azalma

e (Cozlinmeyen kirletici
maddelerin (pigmentler
vb.) giderilmesi i¢in hizli
ve etkili

hacmi iiretimi
(yOnetim, aritma,
maliyet)

e Diisiik arsenik
giderimi
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Cizelge 2.4 Onemli atiksu aritim ydntemlerinin sahip oldugu avantajlar ve dezavantajlar
(Crini ve Lichtfouse 2019) (devam)

e Basit, hizli ve verimli
suire¢

o Cikisin kalitesi

e Renk ve kokunun iyi bir
sekilde giderilmesi
(ozon)

e Siyaniir ve siilfiiriin
giderilmesi i¢in etkili

Kimyasal ve 6n
islem gereksinimi
Oksitleyicilerin
iiretimi, taginmast
ve yonetimi
Aritima direncli
boyalarda yiiksek
ozon ihtiyact

Kimyasal oksidasyon |Oksidan aritma K 1 oksii
Basit oksidasyon kullanim e Azo bag bolinmesini .hltr.nyasa oksyen
Ozon (O3, Cly, ClIOy, baslatir ve hizlandirir ii iyalg: ind
Hipoklorit tedavisi H>0,, KMnO4 (hipoklorit uygulamast) egerierinde
S . o e . azalma yok veya
Hidrojen peroksit gibi) e Uriiniin biyolojik olarak .
arcalanabilirligini ctkisi suurlt (ozon)
pare £ Tuzluluk iizerinde
prUTLe tkisi yok (ozon)
o Yiiksek verim © yok Lozon)
A Ugucu bilesiklerin
e Camur liretimi yok )
Al ve aromatik
e Suyun geri doniigiim L
- aminlerin saliimi
imkan1 . .
. . (hipoklorit
. Dezgl"fekmyon (bakteri tedavisi)
ve viriisler)
e Teknolojik olarak basit Tahribatsiz siiregler
(basit ekipman) ve birgok Se¢ici olmayan
aritim formatina yontemler
uyarlanabilme Performans
e Genis ticari liriin malzemenin tiirliine
yelpazesi baglidir
o Cok gesitli hedef Farkl1 adsorban
kirleticiler (adsorpsiyon) tiirleri igin farkli
e Hizli kinetige sahip son gereklilikler ve
Adsorpsiyon/filtrasyon derece etkili proses malzeme maliyeti
Aktif karbon Tahribatsiz (adsorpsiyon) Reaktorlerin hizla
Aktif alimina slireg e Arntilmis atik suyun satiire olmasi1 ve
Kum Kati malzeme yliksek kalitesi tikanmasi
Karigik malzemeler kullanimi Bazi boya tiirleri ve

Silika jeli

e Kiiresel eliminasyon,
adsorbana bagli olarak
segici

o Askidaki kat1 maddeleri,
kimyasal oksijen
ihtiyacini ve rengi
azaltmak i¢in
pthtilasmayla
birlestirildiginde yiiksek
verimli aritma

metallerde etkili
degil

Adsorbanin
ortadan
kaldirilmasi
Belirli endiistriler
icin ekonomik
olarak uygun
degildir
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Cizelge 2.4 Onemli atiksu aritim ydntemlerinin sahip oldugu avantajlar ve dezavantajlar
(Crini ve Lichtfouse 2019) (devam)

Biyolojik yontemler
Biyoreaktorler
Biyolojik aktif camur
Mikrobiyolojik aritim
Enzimatik ayrigma

Biyolojik (saf
veya karisik)
kiiltiirlerin
kullanimi

Organik kirleticilerin
biyolojik olarak
parcalanmasi i¢in
mikroorganizmalarin
uygulanmasi basit,
ekonomik agidan cazip
ve genel olarak kabul
goren bir uygulamadir
Karigik kiiltiirlerde
(konsorsiyumlar) veya
saf kiiltlirlerde kullanilan
cok sayida tiir

Biyolojik olarak
parcalanabilen organik
maddeleri, NHs, NH4* ve
demiri verimli bir sekilde
ortadan kaldirir

Rengi iyi giderir
Biyokimyasal oksijen
ihtiyacinin ve askida kati
maddelerin yiiksek
oranda giderilmesi
Sudaki kirleticilerin
uzaklastirilmasinda
kullanilan gelecek
teknolojilerde
mikrobiyolojik siireglerin
belirleyici rolii

e Optimum diizeyde

elverisli bir ortam
yaratmak i¢in
gerekli
Mikroorganizma
yOnetimi ve bakimi
ve/veya
fizikokimyasal 6n
aritmay1 gerektirir
(bozunamayan
bilesikler lizerinde
veya toksik
bilesikler mevcut
oldugunda
verimsizdir)

Yavays siire¢ (kinetik
sorunlarr)

Bazi molekiillerin
diisiik
biyobozunurlugu
Zayif renk giderme
Biyolojik camur
olusumu ve
kontrolsiiz bozunma
uriinleri

Karisik kiiltiirlerin
bilesimi siireg
stirasinda degisebilir
Mikrobiyolojik
mekanizmalarin
karmasikligt
Enzimatik siirecler
hakkinda iyi bilgiye
sahip olma
gerekliligi
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2.4.1 Biyolojik yontemler

Biyolojik aritma yontemleri, kimyasal ve fiziksel aritma yontemleriyle
karsilastirildiginda ¢amur olusumunun azalmasi, toplam maliyetlerin diisliriilmesi ve
cevre i¢in potansiyel olarak risk olusturabilecek tehlikeli yan tiriinlerin bulunmamasi gibi
dikkate deger faydalar sunmaktadir. Bu kapsamda, cevresel agidan siirdiiriilebilir
iyilestirme teknolojileri arasinda oldukga tercih edilen bir kategoriyi temsil etmektedir
(Kapahi ve Sachdeva 2019). Biyoremediasyon, biyodegradasyon ve biyosorpsiyon olmak
lizere ana basliklarda toplanan bu yontemler, renk kirliligi ile karakterize edilen atiksuyun
aritilmasinda genis uygulama alani bulur ve diger kirleticileri i¢eren ortamlarda da tercih

edilen bir aritma yontemi olustururlar (Sathya vd. 2022).

Biyolojik yolla boya ve agir metal giderim islemleri, biyotransformasyonun temel
prensibine gore calisir; kirleticiler mikrobiyal aracili biyolojik siirecler yoluyla alternatif
tiriinlere doniistiiriiliir. Bu siireclerde mikroorganizmalar 6nemli bir rol iistlenmektedir.
Biyolojik aritmada kullanilan organizmalar, bakterileri (aerobik/anaerobik), mantarlari ve

algleri kapsamaktadir (Pande vd. 2020).

Uygulama alan1 olarak biyoremediasyon, farklt mikroorganizmalarin yardimiyla su,
toprak veya havadaki organik ve inorganik kirleticileri parcalamak, doniistiirmek,
uzaklastirmak veya indirgemek olarak tanimlanmaktadir. Biyolojik bir siire¢ olan
biyoremediasyon, kirleticileri kismen veya tamamen zararsiz iiriinlere doniistiirerek cevre
dostu bir aritim yontemi olarak kullanilmaktadir (Vidali 2001). Biyoremediasyonun
etkinligi kirleticinin (¢oziiniirliik, toksisite vb.) ve cevrenin Ozellikleri (sicaklik, pH,
oksijen ve besin varligi vb.), kirleticinin konsantrasyonu ve mikroorganizmanin
uygulanabilirligi gibi 6nemli faktorlere baglidir (Pande vd. 2020). Uygulanma sekillerine
gore farkli gruplara ayrilan biyoremediasyon teknikleri sekil 2.3°de belirtilmistir.
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Biyoremediasyon teknikleri

In situ Ex situ Biyoreaktorler Fitoremediasyon

— Biyo-havalandirma — Arazi uygulamalari

—  Biyostimiilasyon
—  Kompostlama

— Biyoaglimantasyon

— Biyo-y1gin

— Biyodegredasyon

Sekil 2.3 Biyoremediasyon teknikleri (Vidali 2001)

Biyodegradasyon, suda ve/veya toprakta bulunan organik kirleticilerin veya substratlarin
canlt mikroorganizmalar tarafindan biyolojik yollarla aerobik veya anaerobik kosullar
altinda daha basit ve daha az zararli bilesiklere pargalandig1 dogal siireci ifade etmektedir.
Ortamda bulunan organik kirleticiler, ilgili mikroorganizmalar i¢in bir besin kaynagi veya
substrat olarak bir dizi enzimatik bozunma (biyotransformasyon) siireclerine ugrar.
Kirleticinin tiirii ve fizikokimyasal yapisi, ortamin sicakligi, pH’1, oksijen ve besin igerigi
gibi  faktorler mikrobiyal metabolik aktiviteleri ve bozunma siireglerini

etkileyebilmektedir (Bharathi vd. 2022).

Biyosorpsiyon, tipik olarak renklendiriciler ve agir metalleri kapsayan ¢esitli kirletici
maddelerin, yasayan veya Olmiis biyolojik materyaller kullanilarak sulu g¢ozeltilerden
uzaklastirilmasi i¢in kullanilan bir metodolojiyi temsil eder (Jena vd. 2022).
Biyosorpsiyon siireci boyunca kirleticiler canli veya cansiz hiicrelerin yiizeyine yapisir
ve daha sonra hiicre icinde birikir veya akiimiile edilir. Bakteri, alg ve mantar gibi

canlilarin hiicre duvarinda yer alan cesitli fonksiyonel gruplar sayesinde farkli

16



biyosorpsiyon mekanizmalari (Sekil 2.4) ile kirleticilerin uzaklastirilmasi saglanir. Toksik
Ozellik gosteren atiksularda canli hiicreler ile aritim uygulamasi zor veya limitli
oldugunda, biyosorpsiyon yontemi avantajli ve verimli bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir. Biyoadsorbantlarin yeniden kullanilabilirligi, biiylik hacimli
atiksulara uygulanabilmesi ve diisiik maliyet sunmasi bu biyolojik yontemin tercih

edilmesini saglamaktadir (Vijayaraghavan ve Yun 2008).

Hiicre membranindan
taginim

Metabolizmaya | | Hiicre igi Komplekslesme

Bagl akiimiilasyon

Canli Biyokiitle

Hiicre dis1 Cokelme
akiimiilasyon/¢okelme

Iyon degisimi

Biyosorpsiyon Mekanizmalari

Metabolizmaya Hiicre viizevi —  Adsorpsiyon
— Olii Biyokii — - iicre ylizeyi ||
Olii Biyokiitle Bagh Olmayan o e
— Komplekslesme
1 Cokelme

| Tyon degisimi

Sekil 2.4 Biyosorpsiyon mekanizmalar1 (Jena vd. 2022)

2.4.2 Mikroorganizmalar ile yapilan biyoremediasyon ¢alismalari

Endiistriyel atiksularin aritiminda kullanilan biyolojik yontemler genetik cesitlilikleri ve
cok yonliiliikleri nedeniyle, sudaki kirleticilerin par¢alanmasi ve mineralizasyonu i¢in
etkili alternatiflerdir (Saravanan vd. 2023). Biyolojik aritma islemi, ¢esitli
mikroorganizma tiirleri veya bunlarin enzimatik mekanizmalarin1 kullanarak aerobik,

anaerobik  veya fakiiltatif kosullar altinda  gerceklestirilebilmektedir.  Bu
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mikroorganizmalar, ¢gesitli metabolik yollar ve biyosorpsiyon mekanizmalari araciligiyla
kirleticilerin rengini gidermek, parcalamak, detoksifiye etmek ve mineralize etmek i¢in

kullanilmaktadirlar (Singh vd. 2022).

Mikrobiyal biyoremediasyon yontemlerinde kullanilan bakteriler, sahip olduklari
cesitlilik, cevresel kosullara hizli uyum saglama yetenegi, minimal yan etki olusturma
gibi avantajlar ile farkli kirlilik tiirleri ve ortamlar1 hedefleyen, cevre dostu ve diisiik

maliyetli biyoremediasyon stratejileri gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Bharathi vd.

2022).

Cheng vd. (2021) tarafindan yapilan ¢calismada, tekstil atiksuyunda yaygin olarak bulunan
Reaktif Siyah 5 (RBS5) boyasi ve Cr(VI) agir metalinin, izole edilen Ochrobactrum
anthropi bakterisi tarafindan giderim potansiyeli arastirilmistir. Calismada kullanilan
bakteri tiirli tarafindan 3 giin igerisinde boyanin tamaminin (400 mg/L) ve agir metalin de

(20 mg/L) %80’inin giderildigi ortaya konmustur.

Tan vd. (2020) ¢alismasinda, 1zole etmis oldugu Bacillus sp. CRB-B1 bakterisinin Cr(VI)
biyorediiksiyon ve biyosorpsiyon kapasitesini gézlemlemistir. Yapilan ¢alismada, pH,
sicaklik ve baslangigtaki Cr(VI) konsantrasyonu gibi ¢esitli ¢evresel faktorlerin giderim
stireci tizerindeki etkisi ve hiicresel adsorpsiyon mekanizmalar1 incelenmis, elde edilen
izolatin biyoremediasyon caligmalari i¢in umut verici bir aday oldugunu ortaya

koymustur.

Kullanilan kimyasallara bagli olarak yiiksek tuzluluk 6zelligi tagiyan tekstil atiksulari ile
yapilan bir ¢alismada, Liu vd. (2017), izole etmis olduklar1 tuza toleransli Bacillus
circulans BWL106 susunun, yiiksek tuz konsantrasyonuna (60 g/L NaCl) sahip anaerobik
kosullar altinda Metil Turuncu (50 mg/L) ve Cr(VI) (50 mg/L) kirleticilerini es zamanl
olarak etkili bir sekilde giderebildigini gostermistir. Ek olarak, yapilan fitotoksisite
deneyleri ile kullanilan sugun Metil Turuncu azo boyasini1 daha az toksik yan triinlere

dontstiirdiigii de ortaya konmustur.
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Saf kiiltiirlere ek olarak, bakteriyel konsorsiyumlar ile yapilan ¢aligmalarda da agir metal
ve boya gideriminde yiiksek verimlilik elde edilmistir. Zabtocka-Godlewska ve
Przystas’in (2020) yaptig1 bir ¢alismada, farkli biiyiime kosullar1 altinda yetistirilen
bakteri kiiltiirleri kullanilarak Evans Mavisi ve Parlak Yesil boya karisiminin renk giderim
etkinligini test edilmistir. Ortamdaki besinin artis1 ve pH diizenlenmesi ile Citrobacter sp.
ve Pseudomonas putida igeren konsorsiyumun saf suslara kiyasla iistiin renk giderim

verimliligi sagladig1 ortaya konmustur.

Benzer sekilde, Plestenjak vd. (2022)’nin yapmis olduklar1 calismada, zenginlestirilmis
mikrobiyal konsorsiyumun saf bakteri kiiltlirlerine kiyasla, endiistriyel atiksudan
Cr(VI)’un giderilmesinde tistiin bir etkinlik sergiledigini ortaya koymustur. Bu
konsorsiyumun, yiiksek Cr(VI) konsantrasyonlarina kars1 gelismis tolerans gosterdigi de

bildirilmistir.

Biyolojik yontemler, endiistriyel atiksularin aritiminda etkili ve siirdiirtilebilir ¢oziimler
sunmaktadir. Laboratuvar kosullarinda elde edilen verimliligin endiistriyel Olcekte
tekrarlanmas1 her zaman miimkiin olmayabilir. Ayrica, karmasik endiistriyel atiksu
matrislerinde, birden fazla kirleticinin birlikte bulunmasi, mikrobiyal etkinligi olumsuz
etkileyebilir. Bu nedenle, mikrobiyal biyoremediasyon yontemlerinin saha uygulamalari

oncesinde kapsamli pilot ¢alismalar ile test edilmesi 6nem arz etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma ve gelisme kosullari

Calismada Cubuk (Kecioren, Ankara) Cayr Gilimiisdere Mahallesi noktasindan
(39°57'54"K-32°51'27"D) alinan su 6rneklerinden elde edilen karigik bakteriyel kiiltiir ile
bu karisik kiiltiirden izole edilen bakteriler kullanilmistir. Bakteriler, Nutrient Broth
besiyerlerinde, 7 gilin boyunca, ¢alkalamali inkiibatorde, 30 °C’de gelistirilmistir. Saf
bakteriyel kiiltiirler ise yatik Nutrient Agar besiyerinde, 4 °C’de muhafaza edilmis ve her
3 ayda bir diizenli olarak yenilenmistir. Asagida Nutrient Broth ve Nutrient Agar besiyeri
icerigi verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Nutrient Broth (NB) ve Nutrient Agar (NA) besiyeri bilesimi

Nutrient broth (NB) Nutrient agar (NA)
Bilesen Miktar (g/L) Miktar (g/L)
Pepton 5.0 5.0
Maya 06ziitii 3.0 3.0
Agar - 15.0

3.1.2 Setazol® Navy Blue SBG (SNB) boya stok soliisyonunun hazirlanmasi

Setazol® Navy Blue SBG (SNB), Setas Kimya (Tekirdag, Tiirkiye) firmasindan saf ve toz
halde alinmistir. Stok soliisyon, konsantrasyon %2 (w/v) olacak sekilde, boyanin distile
su igerisinde ¢oziilmesi ile elde edilmistir. Coziinen boya stok soliisyonu otoklavlandiktan

sonra, gerekli seyreltmeler yapilarak kullanilmistir.
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3.1.3 Metal stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan olan agir metal stok sollisyonlar, K>Cr,O7 (Merck) ve
NiSO4.6H>0 (Merck) kimyasallarindan 1 g/L olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiden gerekli

seyreltmelerle elde edilmistir.

3.2 Yontem

Deneylerde, Cubuk (Kegioren, Ankara) Cayr Glimiisdere Mahallesi noktasindan alinan
su Orneklerinden elde edilen karigik bakteriyel kiiltiirin SNB ve agir metal
biyoremediasyonunu en yiiksek kapasite ile yaptigi optimum ortamin belirlenebilmesi
icin farkli pH, baslangic kirletici konsantrasyonu ve baslangic biyokiitle
konsantrasyonunun etkisi aragtirilmistir. Bununla birlikte, karigik kiiltiirden saf bakteriler
de izole edilmis ve en yiiksek biyoremediasyon kapasitesine sahip tiirler tanilanmstir.
ATR-FTIR analizleri ile kirleticinin biyogideriminden sorumlu bakteri yilizeyindeki
fonksiyonel gruplar tespit edilmistir. SEM analizleriyle de bakterilerin kirletici igeren

ortamdaki morfolojik degisimleri incelenmistir.

3.2.1 Karnisik bakteriyel kiiltiir iiretimi

Alinan su ornekleri (1 mL), SNB (50 mg/L) ve Cr(VI) veya Ni(II) (10 mg/L) agir
metallerini ayr1 ayr1 iceren 50 mL’lik erlenlerde 20 mL olarak hazirlanan Nutrient Broth
besiyerlerine agilanmistir. Daha sonra, elde edilen karisik bakteriyel kiiltiirden alinan 1
mL, ayn tip besiyerine ekilmistir. Karigik kiiltiir, 30 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde 5
giinliik inkiibasyon siiresi boyunca gelistirilmistir. Bu sekilde karisik bakteriyel kiiltiir,

zenginlestirme yolu ile elde edilmis ve kirleticilere adaptasyonu saglanmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, ortamda kalan boyar madde ve agir metal konsantrasyonu
bulunmustur. Calismanin bu asamasinda, hangi agir metal varliginda en etkin sekilde
boya giderimi yapildigi bulunmus, denemelere o agir metali iceren ortamlarda devam

edilmistir.
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Denemelerde, mikroorganizma bulundurmayan, besiyeri ve kirletici igeren ortamlar,
kirleticiler ve besiyeri igeriginin etkilesime girmesinin kontrol edilmesi amaciyla

hazirlanmustir.

3.2.2 Baslangic pH degerinin SNB ve agir metal biyogiderimine etKisi

Karigik kiiltiiriin farkli pH degerlerindeki biyogiderim kapasitesinin belirlenebilmesi i¢in,
25 mg/L Cr(VI) ve 50 mg/L SNB iceren besiyeri pH degerleri, 0.1 M NaOH ve 0.1 M
HCI ¢ozeltileri kullanilarak 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanmustir.

Denemelerde pH’1 6, 7, 8, 9 olarak ayarlanan Cr(VI) ve SNB iceren ortamlarin baslangi¢
Cr(VI) konsantrasyonlar1 sirastyla 23.3 mg/L, 24.3 mg/L, 29.1 mg/L, 25.1 mg/L ve
baslangic SNB konsantrasyonlari sirasiyla 52.0 mg/L, 50.5 mg/L, 55.8 mg/L ve 50.6
mg/L’dir.

Deneyler 250 mL’lik erlenlerde 100 mL besiyerlerine %1 (v/v) ekim ile
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca 6rnekler alinmis ve karisik kiiltiiriin

kirleticileri maksimum verimle giderdigi ortamin pH degeri kaydedilmistir.

3.2.3 Baslangic SNB konsantrasyonunun Cr(VI) biyogiderimine etkisi

Artan SNB boya konsantrasyonunun agir metal biyogiderimine olan etkisini belirlemek
icin 10 mg/L sabit Cr(VI) konsantrasyonuna sahip, baslangic boya ve Cr(VI)
konsantrasyonlari sirasi ile 24.7 mg/L SNB + 10.1 mg/L Cr(VI), 43.7 mg/L SNB + 10.4
mg/L Cr(VI) ve 84.5 mg/L SNB + 12.1 mg/L Cr(V]) olacak sekilde ayarlanmis, optimum
pH degerinde (pH 8) hazirlanan sivi NB besiyerleri kullanilmistir. Ayni ortamda
aktiflestirilen kiiltiirden %1 (v/v) inokiilasyon yapilmistir ve 7 giinliik inkiibasyon siiresi

boyunca kirleticilerin giderimi belirlenmistir.

22



3.2.4 Baslangi¢c Cr(VI) konsantrasyonunun SNB biyogiderimine etkisi

Artan Cr(VI) konsantrasyonunun SNB biyogiderimine olan etkisini belirlemek amaciyla,
optimum pH degerine ayarlanmis, 50.4 mg/L sabit boya konsantrasyonuna sahip,
baslangic Cr(VI) konsantrasyonlar1 9.7 mg/L, 23.8 mg/L ve 55 mg/L olan sivi NB
besiyerleri kullanilmistir. Ayn1 ortamda aktiflestirilen kiiltiirden %1 (v/v) inokiilasyon
yapilmistir ve 7 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca ortamda kalan SNB ve Cr(VI) miktari

belirlenmistir.

3.2.5 Baslangig biyokiitle konsantrasyonunun SNB ve Cr(VI) biyogiderimine etkisi

Farkl1 biyokiitle konsantrasyonunun biyogiderime olan etkisini tespit etmek i¢in, 25 mg/L
Cr(VI) ve 50 mg/L SNB konsantrasyonuna sahip, optimum pH degerinde hazirlanan sivi
besiyerlerine %1, %4 ve %8 (v/v) olacak sekilde karisik bakteriyel kiiltiirden ekim
yapilmistir.

Biyogiderim ¢alismalari, 250 mL’ lik erlenlerdeki 100 mL’ lik s1v1 besiyerlerinde 30 °C’de ve
100 rpm kanistirma hizindaki ¢alkalayicida 7 giin boyunca gergeklestirilmistir. Inkiibasyon

sliresinin sonunda ortamda kalan SNB ve Cr(VI) miktar1 belirlenmistir.

Denemeler ii¢ paralel olarak gergeklestirilmistir. Denemelerde inkiibasyon siiresi
boyunca alinan Ornekler ile biyogiderim etkinligi spektrofotometre kullanilarak

Olctimlenmistir.

3.2.6 SNB ve agir metal biyogiderimi yapan karisik bakteriyel kiiltiirden saf
bakteriyel kiiltiirlerin izolasyonu

Calismada kullanilan su 6rneklerinden elde edilen karisik kiiltiir, 25 mg/L Cr(VI) ve 50
mg/L SNB iceren s1v1 besiyerinde gelistirilmis ve iki kez aktiflestirilmistir. Gelistirilen
stv1 kiiltiirden 0.1 ml 6rnek alinarak ayn kirletici konsantrasyonlarina sahip %1.5 (w/v)
Nutrient Agarli (pH 8) kat1 besiyerine ¢izgi ekimler yapilarak 30 °C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda farkli morfolojiye sahip koloniler belirlenmis ve izole edilerek
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saflik kontrolleri ayn1 besiyerine ekilerek saglanmistir. Elde edilen saf kiiltiirler, yatik

Nutrient Agar besiyerinde, 4 °C’ de muhafaza edilmis ve her 3 ayda bir yenilenmistir.

3.2.7 Saf kiiltiirlerin SNB ve agir metal biyogiderim kapasitelerinin belirlenmesi

Yapilan deneylerde, pH degeri 8 olan, 26.1 mg/L Cr(VI) ve 46.5 mg/L SNB i¢eren 250
mL’lik erlenlerdeki 100 mL’lik s1v1 besiyerlerine, izole edilmis olan saf bakteri kiiltiirleri
%8 (v/v) hacimde olacak sekilde inokiile edilmistir. Inkiibasyon, 30 °C’de ve 100 rpm
karistirma hizindaki calkalayicida 5 giinliik inkiibasyon siiresinde gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda her iki kirletici icin en etkili biyogiderim saglayan bakteri

kiiltiirleri se¢ilmistir.

Segilen saf kiiltiirlerin biyogiderim verimlilikleri 14.4 mg/L Cr(VI) ve sirasiyla 26.2
mg/L, 51.8 mg/L, 99.7 mg/L SNB konsantrasyonlara sahip besiyerlerine %8 (v/v)
inokiilasyon yapilarak, inkiibasyon siiresi sonunda ortamdaki kirletici miktari

Olctimlenerek degerlendirilmistir.

3.2.8 Saf bakteriyel kiiltiirlerin tanilanmasi

Her iki kirletici i¢in en yliksek biyogiderim saglayan izolatlarin tanilanmasi igin, 16S
rDNA dizileme yontemi kullanilmistir. Nutrient agar kat1 besiyerinden saf olarak elde
edilen kolonilerden, EurX GeneMATRIX Bacterial&Yeast DNA Izolasyon Kiti
kullanilarak (EurX, Polonya) DNA izolasyonu yapilmistir. Izolasyon sonrasi elde edilen
DNA’larin miktar ve safligin1 kontrol etmek icin spektrofotometrik olglim yapilmistir
(Thermo-Scientific NanoDrop 2000, ABD). PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) i¢in 35 pl
hacim i¢inde 3 pl 6rnek, 0.3 uM 27F ve 1492R primerler, 2 U Taq DNA polimeraz, 0.2
mM dNTP, 1.5 mM MgCl, ve 1X PZR buffer kullanilarak hazirlanmistir. PZR cihazinda
(Kyratec Thermocycler, Avustralya) deney, 95 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyon, 30 tekrar
denatiirasyon 95 °C’de 45 saniye, primer baglanmasi 57 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 60
saniye uzama ve son uzama 72 °C’de 5 dakika olacak sekilde gerceklestirilmistir. PZR

islemi sonucu elde edilen DNA iiriinii BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied
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Biosystems, ABD) dizileme kiti ve ABI 3730XL (Applied Biosystems, ABD) cihazinda
calisilarak Sanger dizilemesi elde edilmistir. Elde edilen diziler BioEdit yazilimi ile analiz
edilmis ve internet ortaminda BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) programi

kullanilarak karsilastirilmistir.

Bu saf kiiltiirlerin molekiiler diizeyde 16S rDNA’sina gore tanilanmast BM Labosis BM
Lab Sistemleri Limited Sirketi’nden (Ankara) hizmet alim1 yapilarak gerceklestirilmistir.

3.2.9 Saf bakteriyel kiiltiirlerin taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Bakterilerin analizi ve boyutlar1 taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
incelenmis ve analiz edilmistir. Bakteri ornekleri immobilizasyon i¢in PVC yiizey
tizerinde fikse edilmistir. PVC’ler PBS tamponu ile yikanmis ve bir gece boyunca PBS
tamponunda hazirlanan %?2.5 glutaraldehit ¢ozeltisinde birakilmistir. Daha sonra PVC’ler
PBS tamponu ile tekrar yikanmis ve ornekler EtOH cozeltilerine (%30-%96) maruz
birakilarak dehidre edilmistir. Son olarak, drnekler SEM goriintiilemesi i¢in 5 nm Au-Pd
ile kaplanmistir (Quanta 200 FEG SEM, ABD).Calismanin bu kism1 Ankara Universitesi

Niikleer Bilimler Enstitiisii’nde hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.

Orneklerin uzunlugunu 6lgmek icin yiiksek biiyiitmedeki SEM goriintiileri Imagel)
yazilimi (http://imagej.nih.gov/ij/) ile analiz edilmistir. Her bir numune tizerinde 100
Olcim yapilmis ve ortalama bakteri boyutlar1 ve bakteri uzunluk dagilimlar

hesaplanmustir.

3.2.10 ATR-FTIR analizi (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi)

Kizilétesi (IR) spektroskopisi, IR 1s1ninin molekiiller {izerinde olusturdugu titresimlerin
neden oldugu karakteristik frekans degerlerinin kullanilmasi ile molekiiler diizeyde
madde analizi yapilmasimi saglar. FTIR ile direkt olarak atomik diizeyde bilgiye
ulagildigindan, molekiillerde meydana gelen cok kiiciikk degisimler bile tespit

edilebilmektedir. Belli molekiiller kizildtesi 1518a maruz kaldiklarinda (lipid, protein,
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karbonhidrat vs.) belirli frekanslarda (1/cm) verdikleri molekiiler bag titresimi
sinyalleriyle karakterize olurlar. Bdylece mikroorganizmalarin belirli bilesenlerinin

hakkinda daha ayrintil1 bilgi edinilmesi miimkiin olmaktadir.

Bu amagla, kirletici iceren ve igermeyen ayri iki ortamdan alinan bakteri ornekleri
santrifiijlenerek toplanmus ve iki kez ¢ift damitilmis su (d*H20) ile yikanmistir. Cokelti,
homojen bir ¢dzelti elde edilene kadar 100 ul d*H>O ile vortekslenmistir. Bu ¢ozeltiden
5 ul elmas lizerine pipetlenmis ve fazla suyu uzaklastirmak i¢in 15 dakika boyunca hafif
bir N> gazi verilerek kurutulmustur. Kizil6tesi spektrumlar, elmas zayiflatilmis toplam
yansima aksesuar1 (ATR, ConcentratIR2, Harrick) ile donatilmis Nicolet 6700 FTIR
(Thermo-Scientific, ABD) spektrometre cihazi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 3.1).
Arka plan interferogrami olarak temiz bir elmas yiizey kullanilmistir. Absorbans
spektrumlart OMNIC (v. 8.2.388, ABD) cihaz yazilimi1 kullanilarak 4 1/cm ¢oziintirliikte
128 taramanin toplanmas1 ve ortalamasi alinarak kaydedilmistir. Bu ¢alismada sunulan
gorseller i¢in tekrarlanan deneylerin ortalamasi kullanilmistir. Bakteri popiilasyonundaki
farkliliklardan kaynaklanan konsantrasyon farkliliklarin1 ortadan kaldirmak ig¢in tiim
spektrumlar 6nce alan normalizasyonuna tabi tutulmustur. Pik alani hesaplamalari,
normalize  edilmis absorbans spektrumlarindan pikin  entegre edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Ikinci bir tiirev hesaplamasi, polinom siras1 3’e ayarlanmis 15 noktali

Savitsky-Golay tlirevi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ayn1 numunenin tekrarlanan Ol¢iimleri arasindaki dagilimin normalligini analiz etmek
i¢in pik alani hesaplama sonuglarina Shapiro-Wilk testi uygulanmistir. Verilerin normal
dagildigr gortilmiistiir. Kontrol ve numune gruplari arasindaki farkin istatistiksel
anlamliligini belirlemek i¢in tek yonlii ANOVA kullanilmistir. Calismanin bu asamasi,
Prof. Dr. Filiz Korkmaz OZKAN koordinatorliigiinde bulunan Biyofizik
Laboratuvar’’nda  (Miihendislik Fakiiltesi, Fizik Grubu, Atilim Universitesi)

gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1 Fourier transform spektrofotometre cihazi semasi (Besergil 2015)

3.3 Analiz Yontemleri

3.3.2 Cr(VI) analizi

3.3.1 Optik yogunlugun (OD) belirlenmesi
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Inkiibasyon siiresince erlenlerden belirli zaman araliklarinda 3 mL hacminde 6rnekler
aliarak 6000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir (Hermle Z207A, Almanya). Cokelti,
fizyolojik tuzlu su ile yikanmig ve gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra optik yogunluk

600 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlenmistir (BioDrop, Ingiltere).

Deneylerde kullanilan Cr(VI)’un analizi, silfiirik asit (H2SOs) igeren ortamda 1,5-
difenilkarbazid (Ci13H14N4O) ile verdigi reaksiyondan yararlanilarak spektrofotometrik

Olctimleme ile yapilmistir. Reaksiyonda kullanilan difenilkarbazid soliisyonu 0.25 g



agirhigindaki  1,5-difenilkarbazidin 100 mL etil alkolde (%95) ¢ozilmesi ile

hazirlanmistir.

Inkiibasyon siiresince erlenlerden belirli zamanlarda alman Srnekler, 6000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant kismi, ortamda mevcut Cr(VI) nin analizi i¢in
kullanilmistir. 1 mL 6rnek, 0.825 mL %20’lik HoSO4 ¢ozeltisi ve 0.25 mL difenilkarbazid
soliisyonu ile karistirilarak, yapilan karisim balon jojelerde distile su ile toplam 25 mL’ye
tamamlanmistir. Spektrofotometrik olgiimler 540 nm’de gergeklestirilmistir (Snell ve

Snell 1959).

3.3.3 Ni(Il) analizi

Inkiibasyon siiresince erlenlerden belirli zamanlarda alinan Srnekler, 6000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant kismi, ortamda mevcut Ni(II)'nin analizi i¢in

kullanilmustir.

Analiz yonteminde, sodyum dietilditiyokarbamatin (NaS>CN(C>Hs)>) amonyak (NH3)
bilesigi ile ortamda olusturdugu renkli karisimdan faydalanilmistir. Tepkimede yer alan
sodyum dietilditiyokarbamat ¢ozeltisi, hassas terazide kimyasalin 0.1 g tartilarak 10 mL
saf su i¢inde ¢ozdiirlilmesiyle elde edilmistir. 1 mL 6rnek, sulu amonyak ¢ozeltisi ve
dietilditiyokarbamat soliisyonu ile karistirilarak, yapilan karisim balon jojelerde distile su
ile toplam 25 mL’ye tamamlanmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim 340 nanometrede

yapilmistir (Snell ve Snell 1959).

3.3.4 SNB analizi

Deney ortaminda kalan SNB analizi i¢in belirli zamanlarda alinan 6rnekler, 6000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant ile gerekli seyreltmeler yapilmais, 602
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
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3.3.5 Biyogiderim veriminin hesaplanmasi ve kullanilan kisaltmalar

Biyogiderim verimi pH, kirletici konsantrasyonu ve biyokiitlenin bir fonksiyonu olarak

incelenmistir. Biyogiderim verim ylizdesi i¢in kullanilan formiil asagida verilmistir:

%Biyogiderim =< 0 f) x 100

0

Cy : Baslangic kirletici konsantrasyonu (mg/L)

Cr. Ortamda kalan kirletici konsantrasyonu (mg/L)

gm: Mikrobiyal biyokiitlenin grami1 basmma ortamdan wuzaklastirilan kirletici
konsantrasyonu (mg/g) biyogiderim kapasitesi kiitle dengesi prensibine dayali olarak su

formiil ile hesaplanmistir:

am = [(Go - ¢)]/xm

Xm : Mikroorganizmalarin kuru agirlig: (g/L)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez calismasinda Cubuk (Kecioren, Ankara) Cayr Giimiisdere Mahallesi noktasindan
alinan su 6rneklerinden elde edilen karigik bakteriyel kiiltiir ile bu kiiltiirden izole edilen
saf bakteriyel kiiltiirler kullanilarak agir metal ve SNB boya biyogiderim kapasiteleri
aragtirtlmistir. Farklt pH degerleri, baslangic kirletici konsantrasyonu ve baslangi¢
biyokiitle konsantrasyonunun biyogiderime olan etkisi incelenmistir. Yapilan deneylerde
etkin biyogiderim saglayan bakteriyel kiiltiirler izole edilerek saflastirilmis ve
tanilanmistir. Bu bakterilerin agir metal ve boya giderim etkinlikleri arastirilmistir.
Bununla birlikte, ATR-FTIR analizleri ile kirleticinin biyogideriminden sorumlu bakteri
yiizeyindeki fonksiyonel gruplar tespit edilmistir. SEM analizleriyle de bakterilerin

kirletici iceren ortamdaki morfolojik degisimleri incelenmistir.

4.1 Karisik Bakteriyel Kiiltiiriin Agir Metal ve SNB Biyogiderimi

Karisik bakteriyel kiiltiirlere ait biyogiderim denemeleri icin, farkli konsantrasyonlarda
agir metal ve SNB boya igeren sivi besiyerleri 50 mL’lik erlenlerde 20’ser mL olacak

sekilde hazirlanmis ve elde edilen biyogiderim degerleri cizelge 4.1°de gosterilmistir.

10.5 mg/L Cr(VI) ve 50.3 mg/L SNB iceren besiyerinde inkiibasyon siiresi sonunda
Cr(VI]) giderimi %79.8 ve SNB giderimi %66.1 olarak bulunmustur. Diger bir agir metal
olan Ni(I) ve SNB igeren ayni tip besiyerinde ise Ni(Il) gideriminin saglanamadigi ve
SNB gideriminin %70.7 verim ile yapildig1 belirlenmistir. Cr(VI) iceren ortamda daha
yiiksek giderim kapasitesi gozlemlenmistir ve denemelere Cr(VI) igeren ortamlar ile

devam edilmistir.
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Cizelge 4.1 Karisik mikrobiyal kiiltiirin agir metal (Cr(VI) ve Ni(Il)) ve SNB
biyogiderim degerleri (Sicaklik: 30+1 °C; Calkalama hizi: 100 rpm;
Inkiibasyon siiresi: 5 giin)

Kirletici
Cr(VI) + SNB Ni(II) + SNB
Co (mg/L) 10.5 50.3 10.0 50.3
%B 79.8 66.1 - 70.7

4.2 Baslangic pH Degerinin Karisik Bakteriyel Kiiltiiriin Ikili Kirletici Biyogiderim
Kapasitesine Etkisi

Cr(VI) ve SNB biyogideriminin en etkin sekilde yapildigi optimum pH degerini
aragtirmak amaciyla, yaklasgik 25 mg/L Cr(VI) ve 50 mg/L SNB igeren farkli pH
degerlerinde hazirlanmis besiyerlerine karisik kiiltiirden ekim yapilmustir. Inkiibasyon
stiresi sonunda besiyerlerindeki kirleticiler i¢in elde edilen biyogiderim verileri ¢izelge
4.2°de o6zetlenmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, Cr(VI) test edilen tim pH
seviyelerinde %96.3 ile %97.5 arasinda degisen yiiksek verimlerle uzaklastirilmistir.
Bununla birlikte, SNB giderim verimleri pH 8 (%78.5) ve pH 9°da (%76) en yliksek
degere ulasmistir. Bu nedenle, sonraki deneylerde pH 8’de hazirlanan ortamlar

kullanilmastir.

Cizelge 4.2 Baslangic pH degerlerinin karisik mikrobiyal kiiltiiriin Cr(VI) ve SNB boya
biyogiderimleri tizerindeki etkisi (Sicaklik (T): 301 °C; Calkalama Hizi:
100 rpm; Inkiibasyon siiresi: 7 giin)

Cr(VI) SNB
pH Co (mg/L) %B Co (mg/L) %B
6.0 233 96.6 + 0.8 52.0 66.2 + 8.4
7.0 243 97.3 50.5 68.2+1.7
8.0 29.1 96.3 55.8 78.5+7.3
9.0 25.1 97.5+0.3 50.6 76.0 2.1
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Sekil 4.1 Artan boya konsantrasyonunun karisik mikrobiyal kiiltiiriin Cr(VI) ve SNB
biyogiderim kapasitesine etkisi (pH: 8; Sicaklik: 30+1 °C; Calkalama hiz:
100 rpm; Biyokiitle konsantrasyonu: %1 (v/v); Inkiibasyon siiresi: 7 giin)

4.3 Artan SNB Konsantrasyonunun Karisik Bakteriyel Kiiltiiriin ikili Kirletici
Biyogiderim Kapasitesine Etkisi

Yapilan deneylerde, baslangi¢c Cr(VI) konsantrasyonu yaklagik 10 mg/L olan, pH degeri
8’¢ ayarlanmis besiyerlerinde 7 gilinlilkk inkiibasyon siiresince, farkli SNB
konsantrasyonlarinin (24.7 mg/L, 43.7 mg/L, 84.5 mg/L) karisik kiiltiiriin biyogiderim

kapasitesine olan etkisi incelenmis ve biyogiderim degerleri sekil 4.1°de gosterilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ikinci giiniinde denenen tiim SNB konsantrasyonlarinda Cr(VI)’nin
ortamdan tamamen giderildigi gézlemlenmistir. Baslangic SNB konsantrasyonu 24.7
mg/L olan ortamda inkiibasyon siiresinin birinci giiniinde %79.6 oraninda boya giderimi
gerceklesmis ve yedinci giiniin sonunda ayni ortamda gerceklesen boya giderimi en

yiiksek verimle %87.4 olarak bulunmustur.
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Baglangic boya konsantrasyonu 43.7 mg/L’ye c¢ikarildiginda, inkiibasyon siiresinin
birinci gilinlinde %62.3 verimle boya giderimi saglanmis ve yedinci giiniin sonunda

giderimin %86.9 oraninda verimle gerceklestigi gozlemlenmistir.

Denemelerde kullanilan en yliksek boya konsantrasyonunda (84.5 mg/L) ise, inkiibasyon
stiresinin sonunda %84.8 verim elde edilmistir. Sabit Cr(VI) konsantrasyonuna sahip
ortamda boya konsantrasyonunun artmasi ile boya gideriminin hafif¢e azaldig

gbzlenmistir.

4.4 Artan Cr(VI) Konsantrasyonunun Karisik Bakteriyel Kiiltiiriin Ikili Kirletici
Biyogiderim Kapasitesine Etkisi

Calismalar icin belirlenen optimum pH olan 8 degerinde gergeklesen deneylerde,
baslangi¢ Cr(VI) konsantrasyonu 9.7 mg/L ve SNB konsantrasyonu 50.4 mg/L olan
besiyerinde inkiibasyon siiresinin birinci giiniinde Cr(VI) ve SNB biyogiderim verimleri
sirasiyla %88.5 ve %68.5 olarak 6l¢iilmiis ve inkiibasyon siiresinin sonunda biyogiderim

verimleri %96.6 ve %87.3 e ulasmistir.

Artan konsantrasyonda Cr(VI) iceren ortamlarda yapilan biyogiderim c¢alismalarinda
inkiibasyon siiresi sonunda gozlenen degerler su sekildedir; 23.8 mg/L baslangi¢ Cr(VI)
konsantrasyonunda Cr(VI) giderimi %96, SNB giderimi %85.1; 55 mg/L agir metal
konsantrasyonunda Cr(VI) giderimi 9%97.7, SNB giderimi %52.9’a ulasmustir.

Calismanin verileri sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2 Artan Cr(VI) konsantrasyonunun karisik mikrobiyal kiiltiirtin Cr(VI) ve SNB
biyogiderim kapasitesine etkisi (pH:8; Sicaklik: 30£1 °C; Calkalama hizi: 100

rpm; Biyokiitle konsantrasyonu: %1 (v/v); Inkiibasyon siiresi: 7 giin)

4.5 Artan Biyokiitle Konsantrasyonlarimin Karisik Bakteriyel Kiiltiiriin Ikili

Kirletici Biyogiderim Kapasitesine Etkisi
Sekil 4.3.a ve sekil 4.3.b’de 6zetlenen verilere gore, 25 mg/L Cr(VI) ve 50 mg/L SNB
baslangic¢ konsantrasyonlaria sahip %1, %4 ve %8 (v/v) biyokiitle konsantrasyonlarina

sahip 6rneklerde boya giderim verimleri inkiibasyon siiresinin birinci giiniinde sirasiyla

%1.3, %38.2 ve %62.9 olarak hesaplanmstir. Inkiibasyon siiresinin sonunda %1 (v/v)

biyokiitle igeren ortamda boya giderim verimi %85.1 ve diger test edilen biyokiitlelerde

%100 olarak elde edilmistir.
%8 (v/v) biyokiitle

Cr(VI) biyogiderimi inkiibasyon siiresinin birinci giinlinde %1 (v/v) biyokiitle
sahip ortamda %69.7 iken %4 ve

konsantrasyonuna
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konsantrasyonlarinda verimin sirasiyla %92.8 ve 9%93.1 oldugu goézlemlenmistir.
Inkiibasyon siiresinin besinci giiniinde %4 ve %8 (v/v) biyokiitle konsantrasyonlarina
sahip orneklerde Cr(VI)’nin tamami giderilmis ve yedinci giin yapilan dlgiimlerde %1
(v/v) biyokiitle konsantrasyonuna sahip ortamda Cr(VI) neredeyse tamamen (%96 verim
ile) ortamdan uzaklastirilmistir. Biyokiitle konsantrasyonu arttik¢a, biyogiderim igin
gereken siirenin 7 giinden 5 gline kisaldig1 ve test edilen karigik kiiltiir tarafindan her iki

kirletici i¢in biyogiderim veriminin arttig1 agikc¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.3 Artan biyokiitle konsantrasyonunun 50 mg/L SNB (a) ve 25 mg/L Cr(VI) (b)
iceren ortamda karisik mikrobiyal kiiltiiriin - biyogiderim kapasitesine
etkisi (pH:8; Sicaklik: 30+1 °C; Calkalama hizi: 100 rpm; Biyokiitle
konsantrasyonu: %1 (v/v), %4 (v/v), %8 (v/v); Inkiibasyon siiresi: 7 giin)
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4.6 Kansik Bakteriyel Kiiltiirden izole Edilen Saf Kiiltiirler ile Yapilan ikili Kirletici
Biyogiderim Calismalar:

Deneylerde kullanilmak {iizere saf kiiltiir ¢caligmalar1 i¢in Nutrient Agar besiyerinde
gelisen izolatlar arasinda morfolojik olarak farklilik gosteren bes koloni saflastirilmis
(izolat A, B, C, D ve E) ve Gram boyama teknigi kullanilarak mikroskop altinda analiz
edilmistir. Bu rneklerin arasindan ii¢iiniin Gram pozitif-cubuk (izolat B, C ve E), birinin
Gram pozitif-kok (Izolat D) ve digerinin de Gram negatif-cubuk (izolat A) yapida oldugu

gozlemlenmistir.

Saf kiiltiirlerin 26.1 mg/L Cr(VI) ve 46.5 mg/L SNB konsantrasyonuna sahip ortamdaki
biyogiderim verimleri sekil 4.4’te gosterilmistir. Tiim izolatlar yliksek verim ile (%91-
97.5) ortamdaki kirleticileri gidermistir. Saf kiiltiirlerin inkiibasyon siiresince
biyogiderim verimleri karsilastirildiginda, bu kiiltiirlerin arasinda ikili kirletici giderimi

icin en yiiksek biyogiderim verimi saglayanlarin B ve C izolatlar1 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Karisik mikrobiyal kiiltiirden elde edilen saf kiiltiirlerin Cr(VI) ve SNB igeren
besiyerlerindeki biyogiderim kapasiteleri (Co-Cr(VI): 26.1 mg/L; Co-SNB:
46.5 mg/L; pH: 8; Sicaklik: 30+1 °C; Calkalama hizi: 100 rpm; Biyokiitle
konsantrasyonu: %8 (v/v); Inkiibasyon siiresi: 5 giin)



Bes giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda izolat B i¢in giderim yiizdeleri %96.9 (Cr(VI))
ve %89.9 (SNB), izolat C i¢in ise %97.5 (Cr(VI)) ve %91.0 (SNB) olmustur.

Secilen iki izolatin tiir tayini i¢in 16S rDNA dizileme yapilmis ve elde edilen diziler
filogenetik analiz i¢in BLAST programinda aratilmistir. Yapilan analizler neticesinde B
izolatinin Microbacterium oxydans ile %100 ve C izolatinin Leucobacter aridicollis ile
%100 benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur. Bakterilerin NCBI GenBank veri tabanina
Microbacterium oxydans igin OR127276 ve Leucobacter aridicollis igcin OR127277
erisim numaralar1 ile kayitlar1 saglanmistir. Bakterilerin filogenetik agaci sekil 4.5’te

verilmigtir.

44 [ » OR127276 Microbacterium oxydans
0L454499.1 Microbacterium lacticum

31|~ GU441767.1 Microbacterium aurum
77 STE NR 041563.1 Microbacterium lacus
—— NR 041330.1 Microbacterium deminutum
0Q405539.1 Microbacterium imperiale

MH180761.1 Microbacterium hominis

NR 044290.1 Microbacterium binotii
38 NR 044440.1 Microbacterium insulae

NR 028601.1 Microbacterium halophilum

21 NR 159263.1 Leucobacter triazinivorans
_|——NR042287.1 Leucobacter chromiireducens
LT160761.1 Leucobacter komagatae

% OR127277 Leucobacter aridicollis
100 I— ON171370.1 Leucobacter aridicollis

7

100

0.020

Sekil 4.5 M. oxydans (OR127276) ve L. aridicollis (OR127277) filogenetik agaci
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En yiiksek kapasite ile biyogiderim yapan M. oxydans ve L. aridicollis suslarinin sabit
baslangi¢ konsantrasyonu 14.4 mg/L olan Cr(VI) ve artan konsantrasyonlarda (26.2, 51.8

ve 99.7 mg/L) SNB igeren besiyerlerinde biyogiderim kapasiteleri incelenmistir.

M. oxydans susu 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, 14.4 mg/L Cr(VI) ve 26.2 mg/L
SNB iceren ortamdaki Cr(VI)’u %95.7’lik bir verim ile giderirken SNB giderim verimi
%30 olarak gozlemlenmistir. Ayni ortamda, 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda, Cr(VI)
tamamen ortamdan uzaklastirilirken, boya giderim verimi %79.2°ye ulasmistir. Sabit
Cr(VI) konsantrasyonunu igeren besiyerinde, SNB konsantrasyonlariin arttirilmasi ile
boya giderim verimi inkiibasyon siiresi sonunda %62.1 ve %63 olarak bulunmustur. Boya
konsantrasyonun en yiiksek oldugu ortamda (99.7 mg/L) Cr(VI) giderim veriminin

%82.8’e ulastig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.6a).

L. aridicollis susu yine ayni kirletici konsantrasyonlarina sahip ortamlarda diisiik boya
konsantrasyonunda (26.2 mg/L) 7 giinliikk inkiibasyon siiresi sonunda %83 verim ile
giderim yapmus, ilk 24 saat icerisinde ortamdaki Cr(VI)’u ise tamamen gidermistir. Boya
konsantrasyonlarinin artmasi ile, inkiibasyon siiresi sonunda, 51.8 mg/L SNB
konsantrasyonunda %47.2 verim gosterirken, 99.7 mg/L SNB konsantrasyonunda %18.3
verim ile giderim saglamistir. Ortamdaki Cr(VI) giderim verimi de %93.2 ve %79.6

olarak bulunmustur. Yapilan ¢alismanin sonuglari sekil 4.6.b’de gosterilmistir.
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Sekil 4.6 Sabit Cr(VI) baslangi¢ konsantrasyonuna (14.4 mg/L) sahip ve artan

konsantrasyonlarda SNB igeren besiyerlerinde (a) M. oyxdans ve (b) L.
aridicollis suglarinin biyogiderim kapasitesi (pH: 8; Sicaklik: 30+1 °C;
Calkalama hizi: 100 rpm; Biyokiitle konsantrasyonu: %8 (v/v); Inkiibasyon
siiresi: 7 giin)
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Artan boya konsantrasyonlarinda her iki susa ait 1 gram biyokiitle basma ortamda
giderilen Cr(VI) ve SNB miktarlar cizelge 4.3’te gosterilmistir. Boya konsantrasyonu
26.2 mg/L oldugu ortamda boya gm degeri M. oxydans i¢in 3.7 mg/g iken, L. aridicollis
icin 3.09 mg/g olarak bulunmustur. Ortamdaki boya konsantrasyonu yaklasik iki katina
cikartildiginda (51.8 mg/L) gm degerleri sirasiyla 6.2 mg/g ve 4.7 mg/g, boya
konsantrasyonu 99.7 mg/L iken gm degerleri 13.4 mg/g ve 3.85 mg/g olarak bulunmustur.
Her iki sus ortamda bulunan Cr(VI) biyogiderimini yakin verim ile saglarken, L.
aridicollis susu artan SNB konsantrasyonlarinda M. oxydans’a kiyasla olumsuz

etkilenerek daha diisiik bir verim ile SNB biyogiderimi saglamistir.

Cizelge 4.3 Artan boya konsantrasyonlarinda M. oxydans ve L. aridicollis’in maksimum
spesifik SNB ve Cr(VI) giderimleri (pH: 8; Sicaklik: 30+1 °C; Calkalama
hizi: 100 rpm; Biyokiitle konsantrasyonu: %8 (v/v); Inkiibasyon siiresi: 7

glin)
M. oxydans L. aridicollis
Co (mg/L)
qm (Mg/g) qm (Mg/g)

SNB Cr(VI) SNB Cr(VI) SNB Cr(VD)
26.2 14.4 3.70£0.10 2.60 3.09£0.02 2.05
51.8 14.4 6.20 £0.05 2.60+0.01 | 470+0.30 | 2.60=+0.005
99.7 14.4 13.4+0.45 2.55+0.05 | 3.85£1.20 | 2.40+0.035

4.7 M. oxydans ve L. aridicollis Suslarinin FTIR Analizi

Bir bakterinin FTIR spektrumu, altta yatan molekiiler yapisina gore bdlgelere ayrilabilir.
3300/1 cm’de merkezlenen genis bant O-H ve N-H germe titresimlerine karsilik gelir.
3000-2800 1/cm  bolgesi, yag asitlerindeki C-H germe titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. Cesitli proteinler, peptitler ve enzimler 1700-1500 1/cm bolgesinde
amid I ve II bantlarin1 iiretir. 1500-1200 1/cm bolgesi, protein amid III bandi, yag asitleri

ve fosfat gruplar gibi ¢esitli katkida bulunanlar nedeniyle daha karmasiktir. RNA/DNA
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fonksiyonel gruplari, hiicre duvarindaki polisakkaritlerle birlikte 1200-900 1/cm
bolgesinde ortaya ¢ikar (Kardas vd. 2014, Talari vd. 2017).

M. oxydans analizi yukarida listelenen tiim ana pikleri gostermistir (Sekil 4.7.a).
Kirleticilerin varliginda biiyiitiilen ayni1 bakteri, kirleticilerin yoklugunda gelistirilene
kiyasla 3500, 1640, 1530, 1055, 972, 932 ve 915 l/cm pozisyonlarinda absorbans
degisimleri gostermistir. Bu iki spektrumun ikinci tiirev profilleri protein amid I ve amid
II bantlarinda 1724, 1400, 1382, 1342, 1300, 1220, 1146, 1013, 970 ve 914 1/cm’de ilave
farkliliklar gostermistir (Sekil 4.7.c, d). Bu degisiklikler, M. oxydans’in hizli ve kademeli
kadmiyum (Cd) biyobirikiminin etkilerini arastiran 6nceki bir ¢alismanin bulgulariyla

uyumludur (Kepenek vd. 2019).

— M. oxydons —— M. oxydans + kirleticiler
0.8+ 0.5+

1644
0.7

064

5 3
= 0,5 ;
g g
m .
£ el 3286 £
2 =
< 03+ _§
2924 5
02+ 2 .
) 2852
0,14
o0 {a) (b)
N T T s T T T T 1
4000 3500 3000 1500 1000 3000 2900 2800
1.0+ Dalga boyu {1/cm) Dalga boyu {1/cm)

Absorbansin Threvl (x107)
Absorbansin Tlrewl (x103)

1637
(c)
T T T T T T T T T
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900

Dalga boyu (1/cm) Dalga boyu (1/cm)

Sekil 4.7 (a) 14.4 mg/L Cr(VI) ve 26.1 mg/L SNB igeren (kirmizi) ve kirletici
icermeyen (siyah) besiyerinde gelistirilen M. oxydans’in FTIR spektrumlari.
Hesaplanan ikinci tiirev profilleri lipit bolgesi i¢in (b); lipit C=O ve protein
amit I ve II piklerini gosteren 1770-1490 1/cm penceresi i¢in (c); ve parmak
1zi bolgesi icin (d) gosterilmistir.
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Ayni kirleticilerle veya kirleticiler olmayan besiyerinde gelisen L. aridicollis’in FTIR
spektrumlart sekil 4.8.a’da gosterilmistir. Kirleticilerle gelistirilen bakteri yiiksek
frekansh lipid bolgesinde (3000-2800 1/cm), protein amid I ve II bolgelerinde (1700-
1500 1/cm), O-H germe modlarina atanan 3500 1/cm’de, lipid C=0 titresimine atanan
1740 1/cm’de ve parmak izi bolgesinde 1335, 1161, 1083, 967, 935 ve 860 1/cm’de
degisiklikler gostermistir. Ikinci tiirev profili de bu degisimleri dogrulanmustir (Sekil 4.8.
b, d).

L. gridicollis =—L. aridicollis + kirleticiler

081 1642
1640

074 1535

=
Y

0.5

3 0.54
=
E 044
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2 034
2925
024
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lb!
0.0 i : . .
4000 3500 3000 3000 2900 2800
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—g g 0.3]
= =
= =
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] ]
= =1
5 F 004
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Sekil 4.8 (a) 14.4 mg/L Cr(VI) ve 26.1 mg/L SNB iceren (kirmiz1) ve kirletici igermeyen
(siyah) besiyerinde gelistirilen L. aridicollis FTIR spektrumlari.
Hesaplanan ikinci tiirev profilleri lipit bélgesi icin (b); lipit C=O ve protein
amit [ ve II piklerini gosteren 1770-1490 1/cm penceresi i¢in (c); ve parmak
izi bolgesi i¢in (d) gosterilmistir.
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Gozlenen degisiklikleri 6lgmek icin lipid, protein ve niikleik asit igerigine karsilik gelen
piklerin alanlari, normalize edilmis absorbans spektrumlarindan piklerin entegre

edilmesiyle hesaplanmistir. Bu hesaplamalarin sonuclarn ¢izelge 4.4’°te belirtilmistir.

Cizelge 4.4 Pik alan1 hesaplama sonuglar1 normalize edilmis absorbans spektrumlarindan
elde edilmistir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA kullanilarak
gerceklestirilmistir. Veriler tekrarlanan Olgiimlerin ortalamasi + standart
sapma olarak sunulmustur.

Protein Lipid protein| Niikleik

Lipid icerigi Ester C=0 yapisi p— asit

A3000+2830) /

A(3000+2830) A1740 Aze40 Agsioesas) A(1232+1085)
0.211 + 10.8 +
M. oxydans | 7.907 +0.032 |0.900 +0.013| 25.240.200 | (o 0459
mlﬁgzgﬁgﬁ 7.246 + 0.742 + 273+ 0.167 + 9.28 +
o) 0.060%** 0.014%* 0.737** | 0.003*** | 0.138%**

L. aridicollis | 5.811 +0.104 [0.862 + 0,003 | 24.4 £ 0,052 | -0+ | 9992

0.004 0.076
"(k?rrlg'lzﬂgf 7.382 + 1.059 + 276+ 0.171 + 832+
1o 0.263%%* 0.017* 0.017%** | 0.005%% | 0.182%**

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

M. oxydans’1n lipid igerigi kirleticilerin varliginda gelistiginde 6nemli 6l¢lide azalmistir;
ancak 3000-2800 1/cm boélgesinin ikinci tiirev profilinde gosterildigi gibi lipid yapisi
degismemistir (Sekil 4.7.b). Kiigiilen lipit alan1, membranda daha kisa zincirli lipitlerin
sentezlendigini gosterebilir (Kardas vd. 2014). Ancak, kirleticiler L. aridicollis izerinde
tam tersi bir etki yaratmustir; lipit alan1 hesaplama sonuclar lipit igeriginin kontrole
kiyasla 6nemli 6l¢iide arttigini gostermistir (Cizelge 4.4). CH> ve CH3 germe modlarina
karsilik gelen biiytik pikler konumlarinda degismeden kalirken, diger C-H germe modlari
sirastyla 3001, 2987 ve 2900 1/cm’nin 2996, 2980 ve 2896 1/cm’ye kaymasi gibi
farkliliklar gostermistir. Bu konumlar gecici olarak lipid agil zincirleri disindaki hiicre
yapilarindan kaynaklanan C-H modlarina atanmistir (Vaynberg ve Ng 2005, Movasaghi
vd. 2008). Genel olarak, lipid igerigindeki bir degisikligi, bant genisligindeki degisiklikler
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olarak gbézlemlenebilen ve Olglilebilen ve artan agil zinciri uzunlugu ile daha diizenli ve
daha az akiskan hale gelen membran akiskanlig: farkliliklari izler. Ancak bu ¢aligmada
her iki bakteri i¢in de durum bdyle olmamistir. Bu tiir sonuglarin, membran tarafindan
barindirilan molekiil ve proteinlerin sayis1 ve/veya tiiriindeki degisikliklerden

kaynaklandig1 6ne siiriilmiistiir (Kardas vd. 2014).

M. oxydans igin 1740 1/cm bandinin alani kirleticilerin varliginda biraz kiigtilmiistiir. Ayni
bolgenin ikinci tiirevi, kirleticilerle biiyiitiildiiglinde 1742 1/cm bileseninin 1740 1/cm’ye
kaydigin1 gostermistir (Sekil 4.7.c). Ayrica, 1723 1/cm bileseninin katkisinda da bir
degisiklik olmustur. H-bagli ester C=0 gruplarina atanabilir. Bu nedenle, bazi C=0
gruplarmin H-baglar1 olusturdugu, bunun da onlar1 daha diisiik bir dalga sayisinda
konumlandirdig1 ve dolayisiyla 1740 1/cm’deki genel pik alaninda bir daralmaya yol
agtig1 sonucuna varilabilir. Ote yandan, 1740 1/cm bandinin genligi L. aridicollis igin
onemli Olclide yiikselmistir. L. aridicollis igin ayni bolgenin ikinci tlirev profili 1744,
1730 ve 1715 1/em’de bilesenler gostermistir (Sekil 4.8.c). Kirleticilerle birlikte gelisen
ayn1 bakteri i¢in bu bilesenler 1740, 1725 ve 1712 1/cm’ye tasinmustir. Her bir bilesenin
goreceli oran1 da kontrol grubuna kiyasla farklidir. Yer degistiren bilesenler ve yiiksek pik
alanlari, cevreyle veya membran bilesenleriyle daha fazla etkilesime giren C=0O
gruplarinin sayisinin arttigim1 gostermektedir. Bu bulgular ayn1 zamanda C-H germe

modlarinda (3000-2830 1/cm) gozlenen degisikliklerle de uyumludur.

Protein igerigi ve yapisindaki kirletici kaynakli degisiklikler amid I bandindan takip
edilmistir (Cizelge 4.4). M. oxydans igin, kiitle merkezinden 6l¢iildiigiinde 1644 1/cm’de
konumlandirilmistir. Bu konum, alfa sarmal ve beta tabaka yapili protein igeriginin bir
karistmim gostermektedir. ikinci tiirev analizi, 1693, 1680, 1655 ve 1637 1/cm’de amid I
bandin1 olusturan dort bilesen gostermistir (Sekil 4.7.c). Kirleticilerle gelistirildiginde,
1637 bileseninin yerini karsilastirilabilir boyutta bir 1630 bileseni ve ikinci, ancak daha
kiigiik bir 1639 bileseni almistir. Amid I pik konumu 1640 1/cm’ye kaymis ve yapidaki
bu degisikligin bir sonucu olarak bant genisligi diisiik dalga sayis1 tarafinda asimetrik
olarak genislemistir. Her iki pozisyon, 1637 ve 1630 1/cm, proteinlerin beta tabaka ikincil
yapisina atanabilir. Daha giiglii H-bag1 ve siki paketleme gibi faktorler beta tabaka
sinyalini daha diisiik dalga sayilarina kaydirir (Korkmaz vd. 2012). Bununla birlikte, 1630
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1/em’deki bilesenin yeni protein yapilarint m1 yoksa degisen ortamdan etkilenen mevcut
beta tabaka yapili proteinleri mi temsil ettigi belirsizligini korumaktadir. Amid I pik
alanmin da kirleticilerin varhiginda onemli 6l¢lide genislemesi, daha 6nce bahsedilen

senaryolarin her ikisinin de ger¢eklesmis olabilecegini diistindiirmektedir.

Veriler birlikte ele alindiginda, M. oxydans’1in yeni kosullara uyum saglamasi i¢in protein
yapisinin ve i¢eriginin degistigini gostermektedir. L. aridicollis i¢in, amid I piki kontrol
grubu i¢in 1639 1/cm’de iken, kirleticilerin varliginda 1643 1/cm’ye kaymistir (Sekil
4.8.a). Bu kayma, ikinci tiirev profilinde gosterildigi gibi 1652 1/cm bileseninin artan
katkisindan kaynaklanmistir (Sekil 4.8.c). Amid I pik alan1 da 6nemli 6l¢iide artmastir. L.
aridicollis’in genel protein iceriginin, kirleticilerin varliginda artan alfa sarmal ve/veya
rastgele yapili proteinler nedeniyle arttigi ileri siiriilebilir. Amid II pik pozisyonuna
gelince, 1543 1/cm’den 1538 1/cm’ye kaymasi ve 1514 1/cm’deki azalan yogunluk da
hiicre i¢indeki protein/enzim popiilasyonundaki degisiklikleri dogrulamaktadir. Bazi
calismalarda, protein konsantrasyonundaki artisin toksik bir ortama maruz kalindiginda
bir basa ¢ikma mekanizmasi olarak hizmet ettigi one siiriilmiistiir (Kepenek vd. 2019,
Naik ve Dubey 2013, Jaroslawiecka ve Seget 2014, Gupta vd. 1992, Gupta vd. 1993,
Nithya vd. 2011). Metal tutucu proteinlerin, metal akis proteinlerinin ve metal ve toksik
molekiil baglayici transmembran proteinlerinin iiretiminin tesvik edilmesi, bu tiir

ortamlarda hayatta kalma mekanizmasi olarak onerilmistir.

Niikleik asit icerigi, fosfolipid bas gruplarindan daha az katk: ile esas olarak RNA ve
DNA’dan kaynaklanan fosfat gruplarinin asimetrik ve simetrik gerilme modu o6l¢tilerek
incelenmistir. Her iki bakteride de niikleik asit miktar1 6nemli 6lgiide azalmistir, bu da
DNA/RNA diizeyinde cevresel kirleticilere adaptasyon oldugunu gostermektedir. Ikinci
tiirev profilleri de 970, 960, 930 ve 914 1/cm’de degisiklikler gostererek niikleik asit
seviyesindeki degisiklikleri dogrulamistir (Sekil 4.7.d, Sekil 4.8.d).
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4.8 M. oxydans ve L. aridicollis SEM Analizi

Her iki bakteri 6rnekleri taramali elektron mikroskobu (SEM) altinda morfolojik agidan
incelendiginde, 14.4 mg/L Cr(VI) ve 26.1 mg/L SNB igeren besiyerinde gelisen
bakterilerin hiicre boyutlarinda kiiclilme gozlemlenmistir. Kirletici icermeyen
besiyerinde gelisen M. oxydans’in ortalama hiicre boyutu 1 pum olarak olgiiliirken,
kirletici i¢eren ortamda 0.9 um olarak 6l¢iilmistiir (Sekil 4.9). Ayni sekilde L. aridicollis
susu i¢in Sl¢iim yapildiginda, kirletici igeren ortamda gelisen bakterilerin ortalama hiicre
boyutunun (0.8 um) kirletici icermeyen ortamda gelisenlerden (1.1 pm) ortalama %30
daha kii¢lik oldugu gozlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9 M. oxydans’1n kirletici icermeyen (a) ve igeren (b) ortamdaki hiicre boyutu ve
SEM goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC

Gergeklestirilen tez ¢aligmasinda, Cubuk Cay1 (Keg¢idren, Ankara) Giimiisdere Mahallesi
noktasindan toplanan su oOrneklerinden elde edilen bakteriyel kiltliriin farkli ortam
kosullarindaki Cr(VI) ve SNB boya giderimi ¢alismalar1 yapilmistir. Calismalarda farkl
pH, kirletici ve biyokiitle konsantrasyonlarinin ikili kirletici biyogiderimi iizerine etkisi
test edilmistir. Bununla birlikte, karisitk mikrobiyal kiiltiirden saf kiiltiirler de izole
edilmis, biyolojik aritim kapasiteleri karsilastirilarak en yliksek biyoremediasyon
kapasitesine sahip mikroorganizmalar tanilanmis ve bu mikroorganizmalarin kirletici

gideriminde rol alan fonksiyonel gruplar1t ATR-FTIR analizi ile belirlenmistir.

Tez calismasinda, yapilan deneylerde, 10.5 mg/L Cr(VI) ve 50.3 mg/LL SNB igeren
besiyerinde inkiibasyon siiresi sonunda Cr(VI) giderimi %79.8 ve SNB giderimi %66.1
olarak bulunmustur. Diger bir agir metal olan Ni(II) ve SNB iceren ayni tip besiyerinde
ise Ni(Il) gideriminin saglanamadigr ve SNB gideriminin %70.7 verim ile yapildigi
belirlenmistir. Cr(VI) iceren ortamda daha yiiksek giderim kapasitesi gozlemlenmistir ve

denemelere Cr(VI) ve SNB igeren ortamlar ile devam edilmistir.

Biyoremediasyon alaninda agir metal ve boyarmadde gideriminde bircok farkli bakteri
(Das vd. 2016, Akansha vd. 2019, Yin vd. 2019, Chen vd. 2022) ve bakteri konsorsiyum
orneklerinin (Kili¢ vd. 2007, Ma vd. 2019, Mohanty ve Kumar 2021, Plestenjak vd. 2022)
kullanilmasiyla 1ilgili c¢alismalar incelendiginde, detoksifikasyon ve degradasyon
etkinliginin biyotik ve abiyotik faktorlerle yakin iligkili oldugu ortaya konmustur. Yapmis
oldugumuz deneylerde, daha onceki bu ¢aligmalara paralel olarak, kullanilan bakteriyel
kiltlirlerin her iki kirletici bulunan ortamda karisik kiiltiir ve saf kiiltiir olarak farkli
biyogiderim kapasitelerine sahip oldugu ve her iki sekilde de verimli bir biyogiderim

sagladiklar1 gozlemlenmistir.

Tamamlanan tez ¢aligmasinda, karigik bakteriyel kiiltiiriin biyogiderim verimi dort farkli
(6, 7, 8 ve 9) pH seviyelerinde yaklasik 25 mg/L Cr(VI) ve 50 mg/L SNB iceren
besiyerlerinde arastirilmistir. En yiiksek biyogiderimin Cr(VI) ve SNB icin pH 8’de
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strastyla %96.3 ve %78.5 verimle gerceklestigi gozlemlenmistir. Caligmalarin devaminda

ortam pH derecesi optimum pH degerine gore ayarlanmistir.

Lyu vd. (2021) tarafindan yapilan bir calismada, karisik bakteriyel kiiltiir tarafindan
Cr(VI) giderimi i¢in optimum pH degerinin 7 ila 8 arasinda oldugu belirtilmis ve pH’1n
kirleticilerin ¢oziiniirliigi, cesitliligi ve metabolik faaliyetleri lizerindeki etkisi sebebiyle
biyogiderim verimliligini etkileyebilecek kritik bir faktér oldugunu vurgulamislardir.
Baska bir ¢alismada, Kholisa vd. (2021) atiksu aritma ¢amurundan izole edilen karisik
bakteriyel kiiltiirii kullanarak Cr(VI) giderimi saglamis ve baslangic pH mnin artmasiyla
Cr(VI) gideriminin arttifini, optimum diizeye pH 7’de ulastigin1 ancak pH’in daha da
artmasi ile Cr(VI) gideriminin azaldigin1 gézlemlemislerdir. Ek olarak, Emadi vd. (2022)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, izole edilen ve tanimlanan tuza toleransh Klebsiella sp.
AB-PR susunun Acid Blue-113 (800 mg/L) ve Cr(VI) (30 mg/L) igeren ortamda (pH 7,
sicaklik 35 °C) maksimum giderim verimliliginin 72 saat i¢inde %90 ve %89 oldugunu

bildirilmistir.

Bacillus sp. CRB-B1 bakteri susunun kullanildigi bir ¢alismada da Tan vd. (2020)
tarafindan ortamdaki Cr(VI) gideriminin etkili bir sekilde pH 6-8 araliginda gerceklestigi
ve bu pH araliginda bakteriyel hiicre ylizeyleri negatif yiiklii kromatin baglanmasim

kolaylastirarak, Cr(VI) rediiksiyonu i¢in proton sagladigini belirtmislerdir.

Agir metallerin gideriminin yan1 sira, degradasyon veya biyotransformasyon
mekanizmalar1 ile optimum c¢evre kosullart altinda enzim aracili gergeklesen
boyarmaddelerin gideriminde de pH’in 6nemli bir rol oynadig1 gézlemlenmistir (Mishra
2019). Bera (2021) tarafindan yapilan bir ¢calismada Pseudomonas stutzeri kullanilarak
Procion Red H-3B boyarmaddesinin maksimum giderimi pH 6-8 araliginda gerceklesmis,
optimum degerin 7.5 oldugu belirtilmistir. Ek olarak, Alaya vd. (2021)’nin yapmis
olduklar1 ¢alismada Stenotrophomonas maltophilia TPMD-1 izolatinin Malachite Green
boyarmadde giderim kapasitesinin pH 6-7 aralifinda optimum dereceye ulastigini, pH’1n

8’ye cikartilmasi ile verimin azaldigini gézlemlemislerdir.
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Yapilan bu tez ¢alismasinda, karigik bakteriyel kiiltiiriin Cr(VI) giderim kapasitesi pH
degisikliklerinden olumsuz sekilde etkilenmemis, test edilen tiim pH degerlerinde yiiksek
verimle giderim saglamistir. Ortamdaki SNB giderimi ise en yiiksek verimle pH degeri 8
iken gerceklesmistir. Elde edilen veriler neticesinde, test edilen karisik bakteriyel
kiiltiirlinlin reaktif boya ve Cr(V]) igeren alkali atiksularin, 6zellikle tekstil endiistrisi gibi
endistriyel kaynakli atiksularin biyoremediasyonunda etkinligi ve uygulanabilirligi

ortaya konmustur.

Calismalarimizda, farkli  kirletici  konsantrasyonlarinda yapilan  biyogiderim
calismalarinda Cr(VI) konsantrasyonunun sabit ve baslangic SNB konsantrasyonunun
24.7 mg/L’den 84.5 mg/L’ye arttig1 ortamlarda, agir metalin %100, boyanin ise en yiiksek
%87.4 verimle ortamdan uzaklastirildig1 goriilmiistiir. Sabit SNB konsantrasyonuna sahip
ortamdaki Cr(VI) konsantrasyonunun 9.7 mg/L’den 55 mg/L’ye arttirildiginda
biyogiderim verimi ise en yliksek %97.7, SNB biyogideriminin ise %85.1 verimle
yapildigi belirlenmistir.

Elde ettigimiz verilerimiz, kirletici konsantrasyonunun biyoremediasyon etkinligi
lizerindeki etkisine iliskin diger arastirmalarla yakindan uyumludur. Ornegin, Chaudhari
vd. (2013), calismalarinda boya konsantrasyonu arttik¢a, Cr(VI) giderimi iyilesirken renk
giderim oraninin dustiiglinii gbézlemlemislerdir. Lysinibacillus sp. KMK-A susu ile
yaptiklar1 aragtirmada, Orange M2R boyasi i¢in %58’lik bir renk giderme etkinligi ve 48
saat i¢inde Cr(VI)'nin tamamen giderildigini gostermislerdir. Cr(VI) konsantrasyonu ile
boya renk giderim orani arasinda gozlenen ters korelasyon, Rahman (2020) tarafindan
onerildigi gibi Cr(VI)'nin hiicresel biiylime ve mikrobiyal aktivite lizerindeki toksik

etkileri ile iliskilendirilebilir.

Tez caligmasinda, artan biyokiitle konsantrasyonlarinin her iki kirleticinin bakteriyel
kiiltiir tarafindan biyogiderim verimi iizerine etkisi incelendiginde, en yiiksek
biyogiderim 25 mg/L Cr(VI) ve 50 mg/L SNB iceren ortamda baslangi¢ biyokiitle
konsantrasyonu %8 (v/v)’de elde edilmistir. Yapilan calismalarda, baslangi¢ biyokiitle
konsantrasyonu %1 (v/v)’den %8 (v/v)’e arttirildiginda, biyogiderim veriminin Cr(VI)

icin %96’dan %100’e, SNB i¢in %85.1’den %100’e yiikseldigi goriilmiistiir. %4'lik ve
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%8'lik (v/v) biyokiitle iceren oOrneklerde 5 giin i¢inde %100 verime ulasildig
gozlemlenmistir. Bu, daha yiiksek biyokiitle konsantrasyonlarimin giderim siireci
siiresinin kisalmasina yol a¢tigini géstermektedir; tam biyoremediasyon i¢in gereken siire

7 glinden 5 giine diismiistiir.

Bulgularimiz, biyokiitle konsantrasyonunun %2'den %5'e ¢ikmasiyla boya giderim
oraninda bir artis kaydeden Emadi vd. (2022)’nin bulgularina paraleldir. Ancak, onlarin
calismasinda %35 biyokiitle konsantrasyonunun asilmasinin giderim verimliligini daha
fazla artirmadigin1 vurgulanmistir. Benzer sekilde, Afrin vd. (2021) tarafindan yapilan
calismada, biyokiitle konsantrasyonu %2'den %5'e ve ardindan %10'a yiikseldik¢e
kirletici gideriminde 6nemli bir artis oldugunu ancak %10°’dan sonraki biyokiitle
konsantrasyonu artisindayliksek konsantrasyonlarda boya ve metabolitlerinin toksik
etkisi, biyokiitlenin yetersiz kalmasi ve enzimin substrati tanima yeteneginin azalmasi

sebepleri ile boya giderim veriminde diisiis yasandigini bildirilmistir.

Arastirmada, karigik bakteriyel kiiltiirden elde edilen saf kiiltiirler ile yapilan ¢aligsmalarda
en yiiksek biyogiderim verimine sahip iki izolat (B ve C), pH degeri 8 ve baslangi¢
biyokiitle konsantrasyonu %8 (v/v) olan, 26.1 mg/L Cr(VI) ve 46.5 mg/LL SNB
konsantrasyonuna sahip besiyerinde, besinci giinlin sonunda kirleticilerin %90 ve daha
fazlasini ortamdan uzaklastirmistir. Bu izolatlar 16S rDNA analizine goére M. oxydans ve
L. aridicollis olarak tanilanmistir. M. oxydans ve L. aridicollis bakterilerinin her iki
kirleticiyi de i¢eren ortamda biyogiderim kapasiteleri arastirilmis ve en yiiksek kirletici
giderimleri sirasiyla %97.5 ve %91 olarak belirlenmistir. Saf bakterilerle yapilan
denemelerde, SNB konsantrasyonu 26.1 mg/L’den 99.7 mg/L’ye ¢ikartildiginda M.
oxydans’m L. aridicollis’e kiyasla daha yiiksek verim ile SNB biyogiderimi ve her iki

izolatin da benzer verim ile Cr(VI) biyogiderimi yaptig1 goriilmiistiir.

Literatiirde mevcut olan biyoremediasyon ¢aligmalar1 incelendiginde, agir metal ve boya
giderim verimliligine sahip olan saf bakteri kiiltiirleri ile karistk bakteri
konsorsiyumlarinin kullanildig1 c¢esitli caligmalar bulunmaktadir. Maliyet, etkinlik ve
uygulanabilirlik agisindan degerlendirildiginde, saf kiiltiirlerin limitli biyogiderim

kapasitesinin, birbirini tamamlayabilen karigik bakteri kiiltiirleri i¢inde kullanildiginda
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tirler aras1 tamamlayici etkilesimlerden yararlanarak verimliliklerinin 6nemli dlgiide

arttig1 ortaya konmustur (Phugare vd. 2011, Das vd. 2014, Guo vd. 2020).

Tez ¢alismasinin bu kisminda, giderim mekanizmalarinda yer alan mikroorganizmalarin
cesitli fonksiyonel gruplarinin ve yapilarinin varligi ATR-FTIR analizi ile belirlenmis, her
iki bakterinin de yeni ortamla basa ¢ikmak i¢in yapisal bazi1 degisikliklere sahip oldugu
gosterilmistir. Yine de bu mekanizmalar her bir izolat i¢in farkli gériinmektedir; M.
oxydans daha az lipit ve daha fazla protein icerigi olusturarak uyum saglarken, L.
aridicollis bunu kontrol paralellerine kiyasla daha fazla lipit ve protein icerigi olusturarak
yapmustir. Lipid acil zinciri ve ester C=O grubu 6zelliklerinin analizi, her iki bakteride de
membrana gdmiilii bilesenlerde farkliliklar oldugunu gostermektedir. izolatlarin niikleik
asit Ozelliklerinin de etkilendigi gozlemlenmistir ve bu da adaptasyon i¢in hiicre
bilesenlerinin yapisal modifikasyonlarina isaret etmektedir. Kisaca, M. oxydans ve L.
aridicollis igeren hem karisik kiiltiirler hem de saf bakteri suslari, atiksulardan boya ve
agir metal iceriginin giderilmesi i¢in biyoremediasyon araclari olarak umut verici

potansiyeller gostermistir.

Calismada, morfolojik degisikliklerin SEM analizi ile incelenmesi neticesince, 14.4 mg/L
Cr(VI) ve 26.1 mg/L SNB igeren ortama maruz kalan M. oxydans ve L. aridicollis
hiicrelerinin boyutlarinda azalma gozlemlenmistir. Kirletici madde igermeyen ortamda,
M. oxydans'in ortalama hiicre boyutu 1 um iken, kirleticilerin varliginda 0.9 pm'ye
diismiistiir. Buna karsilik, kirletici iceren ortamda L. aridicollis'in boyutundaki azalmanin

daha belirgin oldugu goriilmiistiir.

Bu gozlemlerimiz, kontamine ortamlarda metal toksisitesiyle basa ¢ikmak i¢in bakteriyel
adaptasyon stratejileri {izerine yapilan calismalardan elde edilen bulgularla tutarlidir.
Organik ve inorganik Kkirleticilere maruz kalma gibi olumsuz c¢evresel kosullar,
kirleticilerin olumsuz etkilerini azaltmak ic¢in bakterilerde ¢esitli stres tepki
mekanizmalarini ortaya cikarir. Bu mekanizmalar, Mathivanan vd. (2021) tarafindan
belirtildigi gibi, boyut ve sekil degisiklikleri de dahil olmak {izere bakteriyel
morfolojideki degisiklikleri icerir. Benzer sekilde Louati vd. (2020), deneylerinde
Cd(ID)'ye (70 mg/L) maruz kalan orneklerinin bakteriyel hiicre boyutunda kiiciik
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degisiklikler gozlemlemistir. Ayrica Giovanella vd. (2017), Naik ve Dubey (2011)
tarafindan yapilan calismalarda, Pseudomonas spp. ‘nin hiicre boyutunda agir metal
maruziyetine yanit olarak bir azalma oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismalar, toplu olarak,
metal toksisitesine yanit olarak bakteriyel adaptif stratejilerin anlasilmasinin 6nemini ve
bunlarin ¢evre yOnetimi ve biyoremediasyon ¢abalar1 iizerindeki etkilerini

vurgulamaktadir.

Bu caligsma ile elde edilen mikroorganizmalarin atiksularin biyoremediasyonunda, ¢esitli
biyoteknolojik uygulamalarda ve biyolojik aritim sistemlerinde kullanim potansiyeline
sahip, iilkemizde bulunan akarsulardan izole edilmis yerli, giivenli, ucuz ve etkin

biyosorbentler olarak kullanilabilecekleri ortaya konulmustur.
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