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ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum “Agir Metallerin Pseudomonas aeruginosa’da
Direnglilik, Pigment Uretimi ve Antioksidan Sistem Uzerine Etkisinin Arastirilmasi1” bashkli
bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin
tarafimdan yazildigmi ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin icinde hem de
kaynak¢ada yontemine uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla

dogrularim.
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Diinyadaki hizli niifus artis1, endiistriyel alanin hizla gelismesine yol agmustir.
Endiistriyel faaliyetlerin yaygin olarak kullaniminin artmasi ¢evredeki agir metallerin
de hizla artmasma yol agmaktadir. Agir metaller cevreye Ozellikle hayvanlara ve
insanlara ciddi toksik etkilere sebep olmaktadir. Biyoremediasyonla, agir metallerin
endiistriyel atik sularindan veya agir metal ile kirlenmig/kirletilmis ¢evresel su
kaynaklarindan giderimi ile ilgili yogun calismalar yapilmaya baglanmistir. Bu
yontemde ¢esitli algler, bakteriler ve fungus gibi mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalarin ¢ok yiiksek bir biyosorpsiyon kapasitesi
sunmalari, sahip olduklar1 biyomolekiillerin yiiksek bir metal ilgisinin varligidir. Bu
amagla calismamizda, Pseudomonas aeruginosa bakterisi kullanilmistir. Farkli doz
ve pH (57,9) derecelerinde Mn?, Ni?*, Cd** ve Pb* agir metallerinin
kullanilmasiyla P. aeruginosa bakterisinin metal direngliligi, pigment iiretimi ve
antioksidan savunma sistemleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon) lizerine
etkisi aragtirilmistir.

Calismamizin sonucunda; P. aeruginosa stres kosullarinda, antimikrobiyal etki

gosteren Oonemli bir sekonder metabolit olan piyosiyanin-piyoverdin gibi pigment



tiretmistir. Agir metallerin etkisiyle, pigmentler baslangi¢ konsantrasyonunda olumlu
etki gosterirken, giderek artan konsantrasyonda olumsuz etki gdstermistir. Sonugcta
cesitli dozlarda Mn** bulunan Pseudomonas Broth P besiyerinde piyosiyanin
miktarinda; pH 5 ‘de pigment liretiminde azalis, pH 7°de ve 9’da artis oldugu
goriilmistir. Ni** metalinde; pH 5 ve 7’de azalis, pH 9°da ise artis gozlenmistir.
Cd*" metalinde her ii¢ metalde de pigment iiretiminde artis gozlenmistir. Ayrica P.
aeruginosa’nin enzim ve metal biyosorpsiyon aktivitesinde de avantaj sagladigi
goriilmiistiir. Sonugta; SOD aktivitesinde, P. aeruginosa bakterisi 24 saat metal
uygulama sonrasinda dort metalde de kontrol grubuna gore azalisin oldugu tespit
edilmistir. Dort metal i¢inde mangan (42.78 U/mg protein) kontrole (52.75 U/mg
protein) yakin bir aktivite gosterirken, kursunda (32.67 U/mg protein) ise daha diisiik
bir enzim aktivitesi gozlenmistir. Kadmiyum metal uygulamasi sonrasi bakteri de

herhangi bir aktivite kaydedilmemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pseudomonas aeruginosa, agr metal stresi,

biyosorpsiyon, pigment, piyosiyanin, enzim, direnglilik.
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Rapid growth in population has generated fast moving industrial area in the
world. Extensive usage of industrial activites cause increase of heavy metal
pollution. Heavy metal sun fold serious toxic effects on environment, especially on
human sand animals. Nowadays an intensive work has been started to annihilate
heavy metals from industrial waste water and polluted environmental water viabio
remediation process. In bioremediation method, several types of microorganisms like
algaes, bacteria and fungus are used. The fact that these microorganisms present a
very high biosorption capacity is the presence of a high metal interest in the
biomolecules they have. For this purpose, we used P. aeruginosa bacteria in our
study. We planned to investigate the effects of P. aeruginosa on metal resistance,
pigment production and antioxidant defense systems (superoxide dismutase, catalase,
glutathione) by using Mn?*, Ni**, Cd*" and Pb** heavy metals at different doses and
pH (5,7,9) degrees.



As a result of our study; P. aeruginosa under stres condition produced pigment like
pyrocyanin-piyoverdin, which is an important secondary metabolite with an
antimicrobial effect. Due to the effect of heavy metals, the pigments showed a
positive effect at the initial concentration and had a negative effect on increasing
concentrations. It is observable that P. aeruginosa also has an advantage in enzyme
and metal biosorption activity. In the amount of pyocyanin in Pseudomonas Broth P
medium with various doses of Mn?*; the decrease in pigment production at pH 5 was
observed to increase at pH 7 and 9. Decrease in pH 5 and 7 and increase in pH 9
were observed. In Cd?* metal, an increase in pigment production was observed in all
three metals. In addition, P. aeruginosa has an advantage in enzyme and metal
biosorption activity. The result; In SOD activity, P. aeruginosa bacteria were found
to be decreased in all four metals after 24 hours of metal application compared to the
control group. In four metals, manganese (42.78 U / mg protein) showed close
activity to control (52.75 U / mg protein) while lead (32.67 U / mg protein) showed a
lower enzyme activity. No activity was recorded in the bacteria after the application

of cadmium metal.

KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa, heavy metal stress, biosorption, pigment,

pyocyanin, enzyme, resistivity.
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1.GIRIS

Diinyadaki hizli niifus artisi, endiistriyel alanin hizla gelismesine yol agmustir.
Bu gelisim dogal dengenin bozulmasina, ¢esitli ¢evresel ve saglik sorunlarinin ortaya
¢ikmasina neden olmustur. Cogu mikroorganizma g¢evresel ve saglik sorunlarina
sebep olmaktadir. Mikroorganizmalar sorunlara sebep olurken ayni zamanda bu
sorunlarin gideriminde de etkili bir sekilde kullanilmaktadir.

“Mikroorganizma” terimi bakteri, fungus, alg ve protozoalar1 da iceren
mikroboyutlardaki genis yelpazede birgok canliyr tanimlamak igin kullanilmaktadir.
Bakteriler bunlar arasinda ve hatta tiim canlilar arasinda yerkiire tizerinde en ¢ok say1
ve gesit igeren mikroorganizmalardir. Yapilan caligsmalar, diinyamizda farkli tlirde
bakteri olabilecegini gostermektedir. Bakterilerin bazilar1 patojenik  6zellik
gosterirken, bazilar ise bu 6zelligi gostermezler. Mikroorganizmalar ortamdaki atik
organik maddeleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmakta ve yeni organik
maddelere doniistiirebilmektedirler. Bu organik maddeler doniisiimden sonra ortama
verilerek baska organizmalarin besin ve enerji kaynagini olusturmaktadir (Bruins
vd., 2000a; Chang vd.,1997; Kerry, 1993;). Ancak giinimiizde bu dogal denge
olumsuz yénde bozulmustur. insanoglu ilerde saglikli bir yasam ve daha temiz bir
gelecek i¢in ya atik iiretimini azaltmali ya da ¢evresel kirlilige neden olan maddeleri
ortamdan uzaklastirmalidir. Son zamanlarda c¢evresel kirliligin  ortamdan
uzaklastirilmas1 amaciyla mikroorganizmalarin biyopargalayabilirlik 6zelliginden
yararlanilmaktadir (Lehay ve Colwell, 1990). Mikroorganizmalarin bu 6zellikleri
cesitli dis faktorlerden etkilenmektedir (Giilcan, 2006).

Sudaki agir metal kirliligi, endiistriyel atiksularin birakilmasi1 sonucu
olusmakta ve bu da sucul eckosistemleri tehdit eden en Onemli sorun haline
gelmektedir (Rajendran vd., 2003). Endiistriyel faaliyetlerin yaygin olarak
kullaniminin artmasi ¢evredeki agir metallerin de hizla artmasina yol agmaktadir.
Agir metaller ¢evreye 6zellikle hayvanlara ve insanlara ciddi toksik etkilere sebep
olmaktadir (Singh vd., 2012). Metaller diger zararl kirleticilerden farkli olarak canli
dokular igerisinde birikebilir. Sonug olarak, metaller besin zincirinde yogun olarak
bulunup iist basamaklara dogru gitgide artmaktadir.

Gerek saprofit ve gerekse patojen mikroorganizmalar arasinda pigment adi
verilen renkli maddeler olusturabilen tiirler vardir. Bunlar kati ortamlarda

iiretildikleri zaman cinslerine ve tiirlerine 6zel renkte koloniler olustururlar.



Pseudomonas aeruginosa; bakteriler arasinda bilinen en etkin pigment ireten
bakteridir (Ozcan, 2011).

Serbest oksijen radikalleri (SOR), eslenmemis elektron igeren atom veya
molekiildiir. Bunlarin gideriminde antioksidan enzim sistemi kullanilmaktadir.
Antioksidanlar, organizmalarin pro-oksidan/antioksidan dengesinin saglanmasinda
ve saglikli bir yasam siirdiiriilmesinde ¢ok onemlidir. SOR’larin olusumunu ve
meydana getirdikleri hasarlar1 O6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak {izere
organizmayl koruyan ‘“antioksidan savunma sistemi” vardir ve bu sistem g¢esitli
yollarla etki gostermektedir. Bunlardan bazilari, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz enzimidir (Torlak, 2014).

Cesitli agir metallerin kullanilmasiyla yapacagimiz ¢alismada; P. aeruginosa
bakterisinin direngliligi, pigment liretimi ve antioksidan savunma sistemleri {izerine
agir metalin etkisi arastirilacaktir. P. aeruginosa bakterisi iizerine agir metal
kullanilarak yapilan ¢alismalarin sayisi ¢ok azdir. Bu tez ¢alismasinda da bakterinin
direncliligi, pigment iiretimi ve antioksidan enzimleri analiz edilecektir. Arastirma

konusu tiimii ile orijinal olup tlilkemiz ve diinya bilimine katki saglayacaktir.

1.1. Agir Metal

Periyodik tabloda fiziksel 6zellikleri bakimindan yogunlugu 5 g/cm® ten daha
yiiksek olan oda sicakliginda civa hari¢ kati halde bulunan, 1s1 ve elektrigi ileten,
plaka ve tel haline gelebilen, metalik bir renk parlakligi olan, elektron vererek (+)
degerlikli iyon durumuna gecebilen, asitlerde mevcut olan hidrojen (H) iyonlar ile
yer degistirebilen metaller agir metal olarak adlandirilir (Nies, 1999). Tipta ise agir
metal tanimi, elementlerin atomik agirliklarina bakilmaksizin tiim toksik o6zelligi
tastyan metaller olarak tanimlanir (Ozbolat ve Tuli, 2016). Bu grup kadmiyum,
nikel, kursun, mangan, demir, krom, kobalt, bakir, civa ve ¢inko olmak iizere 60’tan
fazla metal elementini igermektedir (Hu., 2000; Tiirkmen vd., 2001).

Agir metaller (metaloitler) biyolojik veya kimyasal olarak par¢alanamadiklari
icin bertaraf edilmesi en zor kirleticiler arasindadir. Farkli kirleticiler arasinda agir
metaller hala 6nemli bir problemdir (Chiado vd., 2013; Isik, 2017). Yillik olarak tabii
cevrim ve beseri faaliyetler sonucunda tonlarca agir metal atmosfere karismaktadir.

Kalsiyum, bakir, krom, demir, sodyum, potasyum, magnezyum, manganez,

nikel, ¢inko gibi bazi metal elementleri esansiyeldir ve besinsel rollere sahiptirler.



Giimiis, aliminyum, kadmiyum, kursun, altin ve civa gibi metallerin ise biyolojik
rolleri yoktur ve esansiyel o6zellik gostermezler (Rajendran vd., 2003). Esansiyel
metaller; biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemek, gen ekspresyonunu diizenlemek,
protein ve bakteri hiicre duvar yapisini stabilize etmek, osmotik dengeyi korumak,
biyomolekiilleri aktive etmek, elektron alicist veya vericisi olarak enerji
metabolizmasinda 6nemli role sahiptirler (Ehrlich, 1997; Bruins vd., 2000b).

Demir, bakir, nikel gibi esansiyel ge¢is metalleri redoks tepkimelerinde rol
almaktadirlar. Potasyum ve sodyum hiicre i¢i osmotik basincin diizenlenmesinde rol
alirken, magnezyum ve ¢inko gibi esansiyel metaller elektrostatik giicleri sayesinde
cesitli enzimleri ve DNA’y1 stabilize etmektedirler. Demir, nikel, kobalt ve
magnezyum  diizenleyicilik gorevi olan kompleks molekiillerin yapisinda
bulunmaktadir (Bruins vd., 2000b).

Co*, Cu®, Ni* ve zZn* gibi esansiyel metal iyonlarmin yiiksek
konsantrasyonu ve esansiyel olmayan metal iyonlart mikroorganizmalar tizerinde
toksik etkiye sebep olmaktadir. Esansiyel olmayan metal iyonlari, temel gerekli
metal iyonlarmin baglandigi dogal baglanma bolgelerine baglanarak veya ligandlar
ile karsilikli etkilesime girerek toksik etki meydana getirmektedirler. Bu tiir
metallerin, tiol (-SH) i¢eren gruplara veya oksijen bolgelerine olan ilgileri, esansiyel
metallerden daha yiiksektir (Silver, 1998; Bruins vd., 2000b; Sandrin ve Maler,
2003; Giilcan, 20006).

Agir metalleri bilesimleri acisindan ¢esitli  sekillerde siniflandirmak
miimkiindiir. Toksisitelerine goére metaller Sekil 1.1°de gorildigi gibi ti¢ smifa

ayrilmaktadir (Muneer vd., 2016). Bunlar;



» Mg?* ve Ca?*

 Fe2*,Cu?*, Mn?*, Mo%*,Co?*, Ni?*,
Zn%

. ASZ+,Pb2+,ng+,Cd2+

Sekil 1.1. Agir metallerin siniflandirilmasi

Metal iyonlar yiliksek konsantrasyonlarda canlilar iizerinde Sekil 1.2°de
goriildiigii gibi gesitli sekillerde toksik etkiye sebep oldugundan canlilarda bir¢ok
saglik sorunlart meydana gelmektedir (Matyar ve Akkan, 2010; Kili¢ ve Bozkaya,
2017). Toksik etkileri; proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda degisikliklerin
meydana gelmesi, osmotik dengenin bozulmasi ve oksidatif fosforilasyonu
etkilemeleri seklindedir (Hassen, 1998a; Bruins vd., 2000b; Giilcan, 2006). Bakir;
Wilson hastaligi, bobrek fonksiyon yetmezliklerine ve norolojik rahatsizliklara,
¢inko; mide-barsak bozukluklarina, Kkursun; beyinde hasar, kansizlik, bobrek
yetmezligine, kadmiyum; ¢ok ciddi solunum yolu hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina

sebep olmaktadir (Rajendran vd., 2003; Isik, 2017)
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Sekil 1.2. Agir metallerin hiicre ici etkileri (Ozbolat ve Tuli, 2016)

Protain  ikimi

1.1.1. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum (Cd), yiiksek derecede toksik etki gosteren metallerden biridir
(Chakraborty ve Das, 2014). Agir metallerden kadmiyum (Cd), ¢inko iiretimine eslik
eden element olarak iiretilmistir. Cinko tiretiminde kullanim1 ortaya ¢ikincaya kadar
cevrede, yiyeceklerde dogal siireglerle 6nemli miktarlarda bulunmamistir (Alexei
vd., 2000). Diinya ¢apinda her yi1l 13.000 ton Cd?* iiretimi gerceklestirilerek cesitli
bilesimler halinde ve ¢esitli sektorlerde giinliik hayatimizin igerisinde bulunmaktadir.
Endiistriyel olarak Ni/Cd pillerde, korozyona kars1 olma 6zelligi deniz kosullarindaki
dayanikliligindan dolayr gemi sanayisinde celiklerin kaplanmasinda, PVC
stabilizatorii olarak, boya sanayisinde, alagimlarda ve elektronik sanayinde,
deterjanlarda, fosfatli giibrelerde ve petrol tiirevlerinde yaygin olarak kullanilan
metaller arasinda yerini almistir (Alexei vd., 2000). Bunun yaninda giiniimiizde Cd
cevre Kkirliligine sebep olan agir metaller arasinda da yerini almistir (Yuuka vd.,
2008). Kadmiyum kirliligi kaynaklari arasinda boya, galvanik, bakir alagimlari, kagit
hamuru ve kagit, alkalin pil, madencilik, glibre ve ¢inko aritimi iireten endiistriler
bulunmaktadir (Chakraborty ve Das, 2014).

Son yillarda yapilan calismalar, Cd** maruziyetinin genotoksisiteye neden
oldugunu gostermektedir (Gerene vd., 2003). Kadmiyumun yiiksek organizmalar
tizerindeki toksik etkileri yaygindir (Chakraborty ve Das, 2014). Meydana gelen
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toksik etkiler sonucunda hiicrelerde ¢esitli dejenerasyon veya transmutasyon
meydana gelmektedir (Aytan, 2009). Ayn1 zamanda kanser gelisiminde rol oynadig:
raporlanarak International Agency of Cancer Research tarafindan tip 1 karsinojen
olarak simiflandirilmistir (Budzikiewicz, 1993; Ozcan, 2011; Cosan vd., 2017).

Mikroorganizmalar kadmiyuma karsi cesitli sekillerde direng gdsterirler. P.
putita 2,5 mg /I Cd konsantrasyonunu sivi ortamda % 100 baglayabilmektedir
(Bruins vd., 2000b). P. aeruginosa’da Cd** ve Pb?* gibi belli metaller i¢in ramnolipid
gibi siirfektanlar iiretirler (Rajendran vd., 2003). Bakteriler membraninda ¢esitli
konformasyonel degisiklikler meydana getirerek metal iyonlarinin girisini
engellerler. Genelde bakteriler 0,01 den 0,1 nM oraninda kadmiyumun diisiik
konsantrasyonuna direnclidir. Duyarli bakteriler direncli bakterilere gore 3 den 15
kata kadar Cd biriktirebilirler (Bruins vd., 2000b).

Literatiir calismalari sonucunda Cd’un DNA’da indirekt oksidatif strese
neden olarak apoptotik mekanizma indiiklenmesi ve DNA onarim mekanizmasinin
bloklanmasi, proteinoksidasyonu, lipid peroksiyodasyon artisi gibi hiicre iginde
gerceklesen olaylart tetiklemesine sebep oldugu saptanmustir (Daly vd., 1984;
Supriya ve Nutan, 2010). Serbest radikal olusumunu aktive eder ve lipit
peroksidasyonuna karsi savunmada rol oynayan glutatyon peroksidaz enzimini
inhibe eder (Chakraborty ve Das, 2014). Ayrica gegis metallerinin toksisiteleri
genellikle dokuda oksidatif strese neden olarak ger¢eklesmektedir. Redoks-aktif
metaller (demir, bakir ve kronyum gibi) redoks dongiisiinii hedeflerken, redoks-
inaktif metaller (kursun, kadmiyum, civa gibi) hiicredeki reaktif oksijen tiirevlerinin
artigina sebep olarak dnemli antioksidanlarin (6zellikle tiyol iceren antioksidanlar ve
enzimler) azalmasina neden olurlar (Cosan ve Dal, 2017).

Bu sebeplerden dolayi, Cd’nin ¢evre ve canli sistemler ilizerindeki toksik
etkisi diisliniildiigiinde organizmalarin Cd’ye maruz kaldiklarinda nasil tepki

olusturacaklar1 hayati 6neme sahiptir.

1.1.2. Kursun

Periyodik cetvelin 4A grubuna ait olan kursun (Pb) atom sayis1 82, atom
degerliligi 207.2 g/mol, 6zgiil agirhg 11.34 g/cm® ve buharlasma 1sis1 175 °C’dir.
500 °C’nin iizerinde duman/tiitsii (fiime) verir, kaynama noktas1 1740 °C’dir.

Dogada, kiitle numaralar1 208, 206, 207 ve 204 olmak {lizere 4 izotopu vardir.



Dogada en ¢ok bulunan kursun bilesikleri; siilfiir iceren galena (PbS), karbonat
iceren seriisit (PbCO3) ve siilfat iceren anglesittir (PbSO4) (Ozbolat ve Tuli, 2016).
Kismen zayif bir iletkenlige sahip olan kursun parlak mavimsi, ¢ok yumusak
oldugundan kolayca doviilebilen, sekillendirilebilen bir metaldir. Havayla temas
ettiginde ylizeyi kararirken asinmaya dayaniklidir. Yeryiiziinde ¢ogunlukla galen adi
verilen kursun siilfiir seklinde veya Fe, Zn, Cu ve Ag ile bilesik halinde bulunur
(Kahvecioglu ve ark., 2003; Diindar ve Aslan, 2005; Isik, 2017).

Kursun potansiyel bir zararh kirleticidir (Kalita ve Joshi, 2017). Tabi sekilde
ve endistride sik kullanimindan 6tiirii ¢evrede ¢ok bulunur. Cevredeki birincil
etkilesim yerleri, benzinin buharindaki kursun, endiistriyel etkilesim, igme sular1 ve
Kursun igeren besinlerdir. Kursunun baslica emilim yolu mide-barsak ve solunum
sistemi araciligi ile olurken, mide-barsak emilimi ¢ocuklarda % 40 ve yetiskinlerde
% 10 civarindadir (Baldwin ve Marshall, 1999; Isik, 2017). Ayrica kursun proteinler
tizerindeki siilfidril, fosfat ya da karboksil gruplarina baglanarak enzimleri
etkisizlestirir. Kalsiyum, ¢inko ve demir ile etkileserek hiicre zarlarini etkiler, sinirsel
iletiyi bozar, hiicrenin redoks olaylarini etkiler ve niikleotid metabolizmasini bozarak

coklu sistem hasarina sebep olur (Ozbey, 2014; Terzioglu vd., 2017).

1.1.3. Nikel

Nikel (N1) agir metali, periyodik cizelgenin 8. grubunda yer alan, atom sayisi
28, atom degerliligi 58.59 g/mol, 6zgiil agirlig1 8.90 g/cm?, buharlagma 1s1s1 2913 °C
olan giimiis-beyazi renkte oldukca sert bir metaldir. Yer kabugunun yaklasik %
2’sini  olusturmaktadir (Murathan vd., 2008). Asmnmaya ve paslanmaya Kkarsi
dayaniklilig1 sebebiyle alkali ve ¢ogu asidik maddelere olduk¢a dayaniklidir. Sert
yapist sayesinde ¢ok sayida metal karigtminin igerisine katilir. Saf veya yar1 saf
nitelikteki nikelden giiclii bazik c¢ozeltilerine karsi olduk¢a saglam olmasindan
dolay1, para yapiminda ve kimya sanayinde kullanilir. Ayrica, sulanmig nitrik asitle
kolaylikla ¢okebilir (Anonim, 2015e; Isik, 2017). Celik imalati, elektroliz ile
kaplama, alkali pil {iretimi, boya ve elektronik madde imalati gibi bir alanlarda
nikelden yararlanilir (Isik, 2017).

Insanlara nikel en cok, hava, besin ve tiitiin mamulleri vasitasiyla gecer.

(Ozdilek, 2002; Tiirkmen, 2003; Isik, 2017). Nikel asir1 miktarda viicuda alindiginda



kanser riskini artirmasinin yani sira, akcigerlerde tikanmaya, solunum yetersizligine,

astim, kronik bronsit gibi hastaliklara neden olmaktadir (Terzioglu vd., 2017).

1.1.4. Mangan

Manganm (Mn) yogunlugu 7,21 g/cm?, atom agirligi 54.938 g/mol ve atom
numarasi 25 olan, grimsi metal renkli ve periyodik tabloda 7B grubunda yer alan bir
metaldir. Celigin dayanimimi gelistiren bir alasim elementi olmasi ile en Onemli
metallerden biridir (Charlwood vd., 2010). Yer kabugundaki mangan miktar1 900
mg/kg’dir. Bitkiler mangam topraktan Mn?* iyonu formunda veya kompleks
olusturuculara baglanmis sekilde alirlar (Ishimaru ve ark., 2012; Yildirimer, 2017).

Mangan modern tarimda vazgegilmez bir giibre igerigi olarak kullanilir. Pek
cok enzim i¢in aktivator olarak is gdren manganez ve sliperoksit dismutaz
enzimlerinin yapisinda yer almaktadir. Mangan indirgenme, yiikseltgenme ve
dekarboksilasyon gibi hidrolitik tepkimeleri katalizleyen pek c¢ok enzimin
aktivasyonunda gorev alan bir kofaktordiir (Babtie ve ark., 2010). Cok kolay
yiikseltgendiginden oksijen i¢cermeyen radikallerin toksik etkilerinin giderilmesinde
ve fotosentezde elektron taginmasinda 6nemli rol almaktadir (Kabata-Pendias ve
Mukherjee, 2007; Yildirimer, 2017).

1.2. Stres ve Agir Metal Stresi

Stres, bir canlinin normal yasamini tehlikeye sokan, sahip oldugu kapasitesini
azaltan veya zorlayan canli ve ¢evre arasindaki etkilesim olarak tanimlanmaktadir.
Stresin olugmasi i¢in, canlinin yagamin siirdiirdiigli ortam ve ¢evrede meydana gelen
degisimlerin, canliy1 belli seviyede etkilemesi gerekmektedir. Bu nedenle canlilar
stresle bas edebilmek i¢in stres yanitlar1 olusturmuslardir. Stres etkenlerine karsi
koymak ve onunla basa ¢ikmaya ¢alismak amaciyla doku ve organ fonksiyonlarinda
degisimler baslamakta ve homeostasis siirecinden uzaklasma ile sonlanmaktadir. Bu
degisimler organizmadan organizmaya degisiklik gosteren ama benzer karakteristige
sahip fizyolojik yamtlardir (Dénmez vd., 2006; Ozbey, 2014).

Stres ¢esitli alanlarda kendi i¢inde Sekil 1.3’de siniflandirilmaktadir.



+ Mikrobiyal metabolitler,
antagonizma ve yarigmaci flora,

* Is1, basing, elektrik akimi, ultrasonik
dalgalar, 1s1k/radyasyon ve ozmotik
sok,

« Asitler, tuzlar ve oksitleyiciler.

Sekil 1.3. Stres siiflandiriimasi (Ozbey, 2014)

Bas dondiiriicii bir hizla gelisen endiistri ve teknolojik ilerlemenin bir sonucu
olarak agir metal kirliligi bugiin gelismekte olan birgok {ilkenin en 6nemli ¢evresel
sorunlarindan biri haline gelmistir. Baslica kaynagmi fosil yakitlarin kullanimi,
madencilik, matbaacilik, fotografeilik, tekstil, kursun, batarya, agir sanayi kuruluslar
ve tarimda kullanilan giibreler ve kimyasal ilaglarin olusturdugu (Floreave
Biisselberg, 2006) toksik metaller olusturmaktadir. Bu agir metallerin biyolojik
olarak ortadan kaldirilamamasi ve canli organizmalarda birikebilmelerinden dolay1
Ozellikle hayvan ve insanlarin da dahil oldugu bir¢ok canli grubu i¢in énemli bir risk
olusturmaktadir (Shukla vd., 2010; Ilijin vd., 2010). Endiistriyel ve evsel atik sularin
artim yapilmadan, tarimsal alanlarda sulama suyu olarak kullanilmasi, toprak
verimliliginden bitki kalitesine varincaya kadar insanlari ve hayvanlart gida zinciri
yolu ile etkilemektedir (Leisinger ve Margraff, 1979; Gerene vd., 2003; Yurdakul
vd., 2017). Metaloitlerle kirlenmis bolgelerde toksik maddeler siit gocuklarinin
cevresel tehditlerle karsilastiklar1 tek nokta olan anne siitiinde dahi bulunmaktadir
(Téreci, 1981; Ozbey, 2014; Yurdakul vd., 2017; Kili¢ ve Bozkaya; 2017).

Ekosistem tizerinde Ozellikle agir metallerin ve organik Kkirleticilerin neden
oldugu stres kosullarindan ilk olarak etkilenen canli grubu bakteri ve fungus gibi
mikroorganizmalardir. Bu organizmalar cevresel strese karsi koyabilmek icin
savunma cevabinda onemli olan genlerin sentezini diizenleme gibi ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Mikroorganizmalar karsilasmis oldugu strese farkli
sekilde kars1 koyabilmislerdir. Bakterilerin zayif stres olarak adlandirilan sublethal
bir stres kosulunda, sayilarinda bir azalma meydana gelmemektedir. Ancak tireme

oraninda durma veya azalma ile sonuglanmaktadir (Dikici, 2009; Ozbey, 2014).



1.3. Metallerin Mikroorganizma Uzerine Etkisi

Cevredeki metallerin varligi erozyon ve volkanik aktiviteler gibi dogal
stirecler ve ¢cogunlukla da endiistriyel atiklar yoluyla olugsmaktadir. Bu metaloitlerin
zehir etkileri her canliya gore farklidir. Ayn1 zamanda etki seviyeleri de tiir bazinda
degiskenlik gostermektedir. Agir metaller besin zincirinde asagidan yukariya dogru
her kademede zehirli etki kalintis1 meydana getirmektedir ve bu kalint1 her kademede
giderek artmaktadir. Insanlar bu etkiden direkt olarak olmasa da dolayli sekilde
etkilenmektedirler. Agir metallerin miktar1 organizmada birikerek belli dozun
tizerine ¢ikmast durumunda zehir etkisine yol agmaktadir. Ortam farkliligina gore
birikim dozunun etki siiresinin yiikseldigi ifade edilmektedir (Kargin ve Erdem,
1991; Isik, 2017). Agir metaller diisiik konsantrasyonlarda (1-10 ppm) toksiklik
gosterirler. Civa ve kadmiyum gibi bazi giliglii metal iyonlar1 ise 0.001-0.1 ppm kadar
cok diisiik konsantrasyonlarda bile toksik olabilmektelerdir (San, 2007).

Esansiyel olsun ya da olmasin tiim metaller yiiksek seviyede toksik etki
gosterirler. Mikroorganizmalar da bu toksik etkiye karsi gesitli direng mekanizmalari
gelistirmislerdir. Metaller, mikroorganizmalarin hiicre duvarindan hiicre zarini,
sitoplazmasini, metabolizmasin1 ve hiicrenin yapisal islevlerini bozmak suretiyle
olumsuz yonde etkilemektedirler. Alternatif olarak, agir metaller ayrica hiicre
duvarma adsorpsiyon yoluyla veya detoksifiye edici ligandlara, proteinlere veya
polimerlere baglanma yoluyla toksik etki gosterirler (Chakraborty ve Das, 2014).
Metabolizma tlizerindeki olumsuz etkileri ise; hiicre membraninin bozulmasi, DNA
tahribi, transkripsiyon ve translasyonun inhibisyonu, hiicre bdliinmesinin inhibisyonu

ve protein denatiirasyonu seklinde olmaktadir (Bruins vd., 2000b).
1.3.1. Mikroorganizmalarin metallere kars1 diren¢ mekanizmalari

Yapilan arastirmalarda bazi metallere direngli mikroorganizmalar teshis
edilmistir. Bu mikroorganizmalar genellikle metallere kars1 direng gosteren Gram
negatif ve Gram pozitif aerobik bakterilerdir. Bakterilerin metallere kars: direng
mekanizmalarin1 gelistirmesine yol agan neden, mikroorganizmalarin bulundugu
ortamda, toksisiteye sebep olan metalin bulunmasi ve bu metalin organizma
tizerindeki stresidir (Guzzo vd.,1999; Giilcan, 2006). Mikroorganizmalarda metal
direncinden sorumlu genler kromozomal DNA veya plazmid de bulunmaktadir.

Metal direncinden sorumlu olan pek ¢ok plazmid izole edilmistir. Antibiyotik direng
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genlerine sahip bakterilerin bazi plazmidlerinin civa ve arsenik direng genlerini de
tagidig bildirilmistir (San, 2007).

Metal direncinin genetik temelinin anlasilmasi, bu sistemleri ¢evresel
uygulamalar i¢in kullanma yetenegini hizla arttirmaktadir (Bruins vd., 2000b).

Mikroorganizmalar ~ biinyelerine  ¢esitli  yollarla  giren metallerin
toksisitesinden  korunmak amaciyla bir takim savunma mekanizmalar
gelistirmislerdir (Ozbey, 2014).

Bu savunma mekanizmalar1 arasinda;

Gegirgen bariyer sayesinde, metaller hiicre disinda birakilarak;
mikroorganizmanin hiicre duvarinda ve membraninda bazi1 degisiklikler meydana
getirilmektedir ve bu mekanizma sayesinde mikroorganizma metale duyarli olan
onemli hiicresel yapilarini ve igerigini koruma altina almaktadir. Ornegin, E. coli ile
yapilan bir caligmada bakteri hiicre zari kanal proteini olan porinlerin sayisini
azaltarak giimiis iyonlarinin hiicre igine girisini engellemektedir (Giilcan, 2006).

Baz1 bakterilerin dogal olarak sahip olduklar1 hiicre dis1 polisakkarit tabaka
(EPS), hiicre yiizeylerinde metalleri baglayarak hiicreye girmelerini engeller. Bazi
bakterilerin metalli ortamda EPS iiretimini arttirarak pek ¢ok metal iyonunu bu
tabaka sayesinde bagladigi bilinmektedir. Ayrica siderofor selat bilesikler de
metalleri hiicre disinda baglayarak detoksifiye etmektedirler. Sideroforlar agir metal
toksisitesinde 6nemli bir role sahiptir (Braud vd., 2010). Siyanobakterilerde bakir
toksitesinin hiicreden salgilanan siderofor ile azaltildigi gésterilmistir (Madigan vd.,
1997). Bu nedenle, P. aeruginosa'daki siderofor alim yollar1 ¢cogunlukla ferrik demir
disindaki metallere kars1 gegirimsizdir (Braud vd., 2010).

Mikroorganizmalar metal direnglilik sistemlerinin biiyiikk bir kismini aktif
transport veya tasima  sistemleriyle metalin  uzaklastirilmas:  seklinde
gerceklestirmektedirler (Bruins vd., 2000b). Esansiyel olmayan metaller normal
olarak besin tagima sistemleri ile hiicre igine girmektedirler ancak hizli bir sekilde
hiicre disina pompalanmaktadir. Bakteriler de toksik metalleri sitoplazmalarindan
uzaklastirmak igin aktif tasima sistemini kullanirlar. ATPaz bagimli olan veya
bagimli olmayan bu tagima sistemleri katyon veya anyonlara kars: oldukga spesifiktir
(Nies ve Silver, 1995; Silver, 1998; Giilcan, 2006).

Indirgeme olarak bilinen savunma mekanizmasinda bazi metaller sifir
degerlikli hale indirgenerek detoksifiye edilmektedir. Ornegin iki degerlikli civa

Gram negatif P. aeruginosa bakterisinin plazmidinde yer alan mer operonu olarak
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bilinen genlerle sifir degerlikli hale indirgenir. Periplazmik Hg** baglayici MerP
proteini civaylr membranda transport proteini olan MerT’ye verir. Sitoplazmada yer
alan civa rediiktaz enzimi (MerA) civayi indirger. Bu indirgeme sonucunda olusan
sifir degerlikli civa buharlasarak hiicreyi terk etmektedir. Indirgeme krom
detoksifikasyonunda da goriilmektedir. Enzim hiicre i¢inde ise krom hiicre i¢inde,
enzim hiicre membraninda ise krom hiicreye girmeden hiicre disinda
indirgenmektedir (Evgen, 2012). Kromat rediiktaz olarak adlandirilan enzim alti
degerlikli ¢oziinebilir formdaki toksik kromu, c¢oOziinemez ii¢ degerlikli forma
indirger. indirgeme sonucu olusan ii¢ degerlikli krom ¢dziinemedigi icin hiicrelere
girip toksik etki gosteremez ve ¢okerek ortamdan uzaklastirilir (Madigan ve Parker,
1997; Ozbey, 2014).

1.4. Biyobirikim

Biyobirikim sadece canli hiicrelerle ger¢eklesen adsorbsiyon iglemi olarak
adlandirilmaktadir. Canli  hiicrelerin  kullanilmasi, biyosorpsiyonda hiicrelerin
devamli gelismesini saglamak kosuluyla bazi ek uygulamalar1 gerektirmediginden
digerlerine gore daha pratik bir yontemdir. Ancak hiicrelerin devamli gelismesi
saglanmalidir (Preetha ve Viruthagari, 2006; Ozcan, 2011).Baz1 mikroorganizmalar
biyobirikim mekanizmasi ile metalleri membran i¢inde veya disinda ¢dkelme,
komplekslesme gibi bir takim yiizey reaksiyonlar1 ile baglarlar (Yiice, 2007).
Okaryot mikroorganizmalar metalleri vakuollerinde biriktirirken, bazi hiicreler
sentezledikleri Metallothionein benzeri proteinlerle hiicre i¢inde metalleri baglarlar.
Metallothioneinler metal bulunan ortamlarda bazi mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen, kiiciik molekiiler agirlikli sisteince zengin protein olarak bilinmektedir
(Naik ve Dubey, 2013., Rajendran vd., 2003). Bazi hiicreler metal tuzlar1 seklinde
hiicrede metalleri ¢oktiiriirler (Aksu ve Dénmez, 2000a; Ozbey, 2014).

1.5. Biyosorpsiyon

Agir metallerin  endiistriyel —atiksularindan  veya agir metal ile
kirlenmis/kirletilmis su kaynaklarindan gideriminde c¢esitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yontemler kullanilmaktadir (Ahalya vd., 2003).
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Fiziksel yontemler;

v Adsorpsiyon

v Iyon degisimi

v Aktif karbon yontemi

v Elektrokinetik koagiilasyon
Kimyasal yontemler;

v Indirgeme ¢okeltme

v Yiikseltgeme ¢okeltme

v Notralizasyon ¢okeltme

v Iyon degisimi

Biyolojik yontem fiziksel ve kimyasal yonteme nazaran ¢ok daha etkili,
ekonomik ve pratik bir yontemdir. Bu nedenle bilimsel arastirmalar biyolojik
yontemin tercih edilmesi yoniinde agirlik kazanmaktadir.

v Fungal renk giderimi

v Mikrobiyal parcalanma

v Olii ve canl1 hiicrelerle yapilan adsorpsiyon

v Biyoremediasyon gibi biyolojik parcalama yontemleri atik sularin ve agir
metallerin biyolojik aritiminda en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Biyolojik aritim
aerobik veya anaerobik sartlarda gerg¢eklesmektedir (Garbisu ve Alkorta, 2003;
Yiice, 2007; Ahalya vd., 2003)

Biyosorpsiyon biyolojik materyallerin sulu ¢ozeltilerdeki atik maddeleri
hiicre ylizeyi veya iginde biriktirmesidir. Biyolojik yontemlerde kullanilan agir metal
gideriminde oOzellikle mikrobiyal hiicrelerle yapilan biyosorpsiyon islemi;
metabolizmadan bagimsiz pasif birlesme (topaklagsma) proseslerinin ve fiziksel
ve/veya kimyasal adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon, komplekslestirme, selat
olusumu ve mikro ¢okelme islemlerinin bir araya getirilmesiyle gerceklestirilen bir
yontemdir (Breierova vd., 2002; Géksungur vd., 2003; Ozcan, 2011). Bu yontemde
cesitli algler, bakteriler ve funguslar kullanilmaktadir (Fourest ve Roux,1992; Brady
ve Duncan, 1994; Veglio ve Beolchini, 1997; Sag vd., 1998; Aksu, 2001; Akar vd.,
2006; Cabuk vd., 2006; Tunali vd., 2006; Ozbey, 2014). Metal aritma yetenegine
sahip  olan  canlilara  biyosorbent  denilmektedir  (Keloglu, 2017).
Bu mikroorganizmalarin ¢ok yiiksek bir biyosorpsiyon kapasitesi sunmalari, sahip
olduklar1 biyomolekiillerin yiiksek bir metal ilgisinin varligidir. Biyosorpsiyon islemi

metabolizma bagimli bir siire¢ oldugu i¢in hem 6lii (1sitilarak/kimyasal islemlerle)
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hem de canli hiicrelerde gergeklesmektedir. Olii ve canli hiicreler metal giderim
bakimindan Karsilastirildiginda iyon adsorplama yeteneginin o6lii  durumdaki
mikroorganizmanin daha yiiksek adsorplama kapasitesine sahip oldugu gozlenmistir
Biyosorpsiyon ¢alismalar1 enerji  bakimindan da tasarruf saglamaktadir.
Biyosorpsiyon i¢in harcanan enerji 21 kJ/mol iken, biyobirikim de 63 kJ/mol enerji
harcanmaktadir (Keloglu, 2017; Le Berre vd., 2008).

Biyosorpsiyonun bazi avantajlar1 (Kratochil vd., 1998; Ahalya vd., 2003)
Diisiik maliyet

Yiiksek verim

Kisa siirede sonug alinabilmesi

Biyokiitlenin tekrar kullanilmasi

Toksisiteden etkilenmeksizin agir metal giderimi

Belki toksik olabilecek ikincil atiklarin olugsmasinin engellenmesi

AR N N N N S

Metal geri kazanimi

Metallerle biyosorpsiyon siirecinin temelde iki hedefi vardir. Birinci hedef;
ticari oneme sahip altin, giimiis ve platin gibi paslanmaz metallerin geri kazanimini
saglamak; ikincisi ise canli organizmalar ve gevresi i¢in ¢ok kiigiik derisimlerde bile
son derece toksik etki gosteren kadmiyum, civa, nikel, bakir, demir, kursun, krom ve
¢inko gibi agir metallerin Kirli sulardan arindirilmasidir (Aytan, 2009; Saglam ve
Cihangir, 1995).

Biyosorpsiyon islemlerinde etkin olarak kullanilacak biyolojik molekiiller
olduk¢a genis bir spektruma sahiptir. Ozellikle mikroorganizma grubu icerisinde
algler de dahil olmak {izere gesitli bakteri, maya, mantar tiirleri yer almaktadir
(Saglam ve Cihangir, 1995). Bu mikroorganizmalardan: bakterilerden;
Pseudomonas, Arthrobacter, Citrobacter ve Enterobacter, mayalardan; Candida,
Saccharomyces ve Kluyveromyces, mantarlardan; Aspergillus, Neurospora,
Penicillium, Rhizopus ve Pleurotus, alglerden; Ascophyllum, Anabeana, Chlorella,
Microcystis, Scenedesmus tiirleri kullanilmaktadir (Norris ve Kelly, 1979; Macaskie
ve Dean, 1984; Tobin, 1984; Lewis ve Kiff, 1988; Mann, 1990; Favero vd., 1991,
Zhou ve Kiff, 1991; Costa ve Leite, 1991; Wong ve Kwok, 1992; Artola ve Rigola,
1992; Scott ve Karonjkar, 1992; Han vd., 1992; Yazgan vd., 1993; Blais vd., 1993).

Organizma ve metal biyosorpsiyon ¢esitleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 1.1. Mikroorganizmalar ve metal biyosorpsiyon cesitleri (Saglam ve
Cihangir, 1995)

Organizma Metal Biyosorpsiyon Cesidi
1) Bakteri Tiirleri

Enterobacter aerogenes kadmiyum/nikel
Pseudomonas aeruginosa kadmiyum/uranyum
Citrobacter sp.

Arthrobacter sp.

2) Maya Tiirleri

Saccharomyces cereviciae ¢inko/bakir/uranyum/kadmiyum
Sporobolomyees roseus

Kluyveromyces maxianus bakir/kobalt/giimiis

Candida utilis

3) Fungus Tiirleri
Neurospora crassa
Pleurotus ostreatus nikel/kadmiyum/bakir/uranyum
Rhizopus arrhizus
Penicillium spinulosum
Aspergillus niger

4) Alg Tiirleri
Chlorella homosphera ¢inko/kursun/kobalt
Chlorella vulgaris kadmiyum/altin

Ascophyllum nodosum
Scenedesmus carinatus
Sargassum natans

5) Bitki Tiirleri
Azolla pinnata kursun/cinko
Eichharnia crassipes kadmiyum/kursun/civa

Lycopersican esculentum
Nicotiana tobaccum
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1.5.1. Biyosorpsiyon mekanizmalari

Biyosorpsiyon mekanizmalar1  kullanilan ~ mikroorganizma yapilarinin
kompleks olusundan dolay1 ¢esitlilik gostermektedir. Bu mekanizmalar iki ana baslik
altinda siralanabilir. Sekil 1.4(a-b)’ de bakteriyal biyomaslarda biyosorpsiyon
mekanizmalar1 sematize edilmistir (Veglio, 1997).

Hiicre metabolizmasina dayali biyosorpsiyon;
* metabolizmaya bagh
* metabolizmaya bagli olmayan

Metalin uzaklastirildig1 bolgeye dayali biyosorpsiyon;
* hiicre i¢i (intraselliiler) birikim
* hiicre yiizeyi adsorbsiyonu/¢okelme
*hiicre dis1 (ekstraselliiler) birikim / ¢okelme olmak {izere smiflandirilmaktadir

(Ahalya vd., 2003).
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Biyosorpsiyon
mekanizmasi
Metabaolizmaya Metabolizmaya
bagl bagl olmayan
Hiicre i¢i Cokelme Fiziksel [yon Komplekslesme
tastmim adsorpsiyon degisimi
b)
Biyosorpsiyon
mekanizmas
Hiicre 1¢1 Hiicre yiizey1 Hicre dust
akiimillasyon adsorpsiyonu/cdkelme akiimiilasyon/cokelme
Hiicre membranmdan fyon Komplekslesme Fiziksel (okelme
fasmnim degisimi adsorpsiyon

Sekil 1.4(a-b). Biyosorpsiyon mekanizmasi (a) Hiicre metabolizmasina gore
siniflandirilmis (b) Metal aliminin gergeklestigi bolgelere gore smiflandiriimis
(Veglio, 1997)

Mikroorganizmalarla metal adsorpsiyon  kinetigi  iki  basamaktan
olusmaktadir:

1.basamak; Organizma yiizeyinde gerceklesen fiziksel adsorpsiyon veya iyon

degisimidir. Bu basamaga genellikle pasif giderim denilmektedir. Bu basamak c¢ok
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hizlidir ve mikroorganizma metal ile etkilestikten sonra dengeye ulasilir. Hizh
giderme genellikle yilizey adsorpsiyonu sonucudur. Metaller fiziksel adsorpsiyonda
Vander Waals kuvvetleri ve diger molekiiller arast kuvvetlerin (dipol- dipol
kuvvetleri) sayesinde yiizeye tutunmay1 saglamaktadir. Iyon degisimi ise agir metal
iyonlarinin elektrostatik kuvvet ile fonksiyonel grup halinde kati yiizeye tutularak,
ortamdaki farkli tlirdeki iyonlarla yer degistirmesi seklinde ger¢eklesmektedir.
(Brady ve Tobin, 1995; Yiice, 2007). Bu olayda mikroorganizmalarin hiicre
duvarinda bulunan polisakkarit yapilar 6nemlidir (Keloglu, 2017). Bu polisakkarit
tabakasinda bulunan kars1 iyonlar ile metaller yer degistirir.

Mikroorganizmalarm, sulu  ortamlardan  hiicre  ylizeyine  metal

adsorplanmasinin  nasil oldugunu agiklamaya c¢alisan ¢esitli hipotezler ileri
stiriilmektedir:
 Birinci hipotez; metal iyonlarinin hiicre yiizeyindeki negatif yiiklii reaksiyon
alanlar ile kompleks olusturarak ve/veya pozitif yiiklii reaksiyon alanlar1 ile yer
degistirerek adsorplanabilecegini agiklamaktadir. Bu olaya iyonik adsorpsiyon adi da
verilir. Hiicre duvarindaki polisakkaritler; siilfat, amino ve karboksil gruplar
icermektedir. Bu metal iyonlari hiicrelerin sahip olduklart bu gruplar ile yer
degistirmektedir.
+ Ikinci hipotez ise, biyosorpsiyonda kullanilan bazi mikroorganizmalarin
hiicrelerinin dis zarlarindan uzanan polimerler sentezleyebildikleri, bu polimerlerin
cozeltiden metal 1yonlarini baglayabilme yetenegine sahip olduklar: hipotezidir. Bu
mikroorganizmalarin hiicre duvarindaki proteinleri metali baglamak iizere aktif
bolgeler olustururlar. Agir metallerin proteinlere karsi kuvvetli ilgisi vardir.
Proteindeki peptit baglariin azot ve oksijeni, hidroksil, amino, fosfat gibi gruplar,
iyonlarin metal iyonlariyla yer degistirmesi i¢in uygundur (Crist vd., 1981; Tsezos ve
Volesky, 1995; Yiice, 2007).

2.basamak; metal iyonlarmin hiicre zarindan igeri tasinimini da igeren, metabolik

aktiviteye bagli, daha yavas, hiicre i¢i giderim basamagidir. Bu basamaga aktif
giderim denir. Bu asamada kimyasal adsorpsiyon devreye girer. Kimyasal
adsorpsiyonda yiizeye tutunan parcaciklar, adsorplayan yiizeydeki fonksiyonel
gruplar ile kimyasal etkilesime girerler. Bu asamada metal iyonlarinin, hiicre

zarindan sitoplazmaya gecisi saglanir (Dursun vd., 2003; Yiice, 2007).
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1.5.2. Biyosorpsiyonu etkileyen faktorler

Biyolojik olarak par¢alanmasi zor olan kirleticilerin (metal ve boya) sudan
uzaklastirilmasi i¢in kullanilan biyosorpsiyon isleminde Kirleticiler bakteri, fungus
ve algler gibi biyolojik kiitlelere baglanmaktadirlar. Bakterilerde EPS, teikoik
asitveteikoik asitin karboksil gruplarinin, kiif ve mayalarda karboksil, fosforil ve
polifosfat gruplarinin, yesil algler ve siyanobakterilerde iironik asit ve tiyol gruplarinin
yogun olarak bulunmasi son yillarda yapilan ¢alismalarda bu mikroorganizmalarin metal
gideriminde kullanilmalarindaki ilgiyi arttirmaktadir (Keloglu, 2017). Bu baglanma
cesitli faktorler tarafindan etkilenmektedir. Mikroorganizmalara agir metal
iyonlarinin tek tiirlerinin biyosorpsiyonunu etkileyen faktorler arasinda organizmanin
Ozgiil ylzey ozellikleri, soliisyon pH’si, sicaklik, metal iyonu baslangi¢ derisimi,
biyokiitle derisimi, biyokiitle tipi, biyokiitle hazirlanisi, kirleticilerin kimyasal yapisi
(tiir, boyut, iyon yiikii) ve ¢alkalama hiz1 sayilabilir.

Birden daha ¢ok metal iyonunun mikroorganizmalara ayni anda baglanmasini
ise metal kombinasyonu, metal derisim diizeyleri, metal eklenme siras1 gibi bircok
faktor etkilemektedir (Ting vd, 1989). Belirli bir mikroorganizma tiirliniin, belirli bir
metal iyonunu adsorplama kapasitesi, ortamda baska bir metal varken, tek bilesenli

duruma gore artabilir, azalabilir veya hicbir degisim géstermeyebilir (Sag vd., 1998).

1.6. Pseudomonas Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesine ait diiz veya hafif kivrik
cubuk seklinde bakterilerdir (Ingram ve Blackwood, 1970). Pseudomonas’lar Gram
negatif, zorunlu aerobik ve polar kamgiyla hareket edebilen mikroorganizmalardir. P.
mallei hari¢ biitiin tiirler kamgiya sahiptir. Hareket, bir veya birka¢ polar kamg ile
yapilmaktadir. Kimi zaman nadiren hareketsiz kamgisiz suslar zaman zaman izole
edilebilmektir (Stover vd., 2000; Rashid ve Kornberg, 2000). Polar kamgilarin sayisi
onemli bir taksonomik karakterdir. Sahip oldugu kamg¢i ve pililer yardimiyla kayma,
titreme, yiizme hareketini gerceklestirirler. P. aeruginosa suslarinin besin
ortamindan yeterince yararlanmalart i¢in hareketli olmalar1 gerekir. Ayrica
Pseudomonas cinsi tiiyeleri, karbon kaynagi olarak kullandiklar1 karbonhidrat gibi
ilgi duydugu molekiillere kamgist araciligiyla kemotaksis yaparlar. Pseudomonas sp.
tirlerinin ¢ogu glikoz, fruktoz, galaktoz ve L-arabinozu besin ve enerji kaynagi

olarak kullanirlar. (Guo vd., 2007). Pseudomonas’lar, kamgilarin1 kullanarak
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insanlarda enfeksiyonun erken safhalarinda konak canliya tutunarak ve dokuda
yayilarak hastaliklara neden olurlar.

Pseudomonas sp. tiyeleri, katalaz testleri pozitif iken oksidaz testleri pozitif
veya negatif olarak belirlenmistir (Onbasili, 2006).

1970’lerin basinda yapilan ¢aligmalarla RNA/DNA hibridizasyon deneylerine
gore, bu iki niikleik asidin gosterdigi uyumlara bakilarak, bu bakteriler I, 11, 111, IV,
V rRNA gruplarina ayrilmislardir (Bruins vd., 2000a). P. aeruginosa rRNA homoloji
grup I icinde yer almaktadir (Ozan, 1996; Kayar, 2009). Pseudomonas cinsi ¢ok
biliyiik ve kompleks bir topluluk oldugu icin ¢evresel ve klinik agidan dikkate
alinmas1 gereken pek c¢ok tiir icermektedir. Bu nedenle grup {yelerinin
goriinlimlerine, metabolizmalarina ve pigment olusturup olusturmamalarina gore
smiflandirmalart yapilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar 7 tip teste dayanir. Bu
testler:
v Koloni Yapisi,
Koku,
42 °C’de Ureyebilme Yetenegi,
Fenazin Pigmentlerinin Uretimi,
Denitrifikasyon,

Jelatini Stvilagtirma,

NN N N N RN

Ozel Karbon bilesiklerini kullanarak farkhilagsmis biiyiime orneklerini
gosterme seklinde siralanir (Ulusoy, 2007).

Pseudomonas cinsi bakteriler dogada ozellikle havada, toprakta ve sularda
yaygin bulunmaktadir. Bu sebeple ¢ogu bakteri direkt izolasyon edilmektedir
(Kohler vd., 2000). Pseudomonas tiirleri birgok organik bilesigi mineralize edebilir.
Bu bakterilerin biyolojik rejenerasyon ve biyolojik dejenerasyon yetenekleri olduk¢a
gelismistir. Bakteriler bu bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar
(Essar vd., 1990). Bir¢ok Pseudomonas tiirii amonyum tuzlarinin ve tek bir karbon
kaynagmin bulundugu ortamlarda gelisebilmektedir. Ancak bu gruba dahil olan
bakteriler fermentasyon ve fotosentez yapmazlar (Onbasili, 2006).

Pseudomonas grubu iiyeleri, toprak bakterileridir. Pseudomonas cinsinin bazi
tirleri 4 °C’de tireyebilirken, oksijensiz sartlarda ve 42 °C'nin {izerinde iireyemezler.
Kurumaya direnclilikleri zayiftir (Pelczar,1958; Tortora vd., 1992; Ayhan, 2000;
Akoglu, 2006). Cogu 30-37 °C arast optimal gelisim sicakligina sahip mezofilik
bakterilerdir. Birgok tiirii, asidik kosullarda (pH 4.5) gelisemezler (Gupta, 2010;
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Collier vd., 1998). Is1 ve radyasyonla kolaylikla inhibe olabilmektedirler. Kendi
varhigimi siirdiirebilmesi icin gerekli gelisme faktorleri ve vitaminleri sentezleme
yetenegindedirler.

Psikrofil, mezofil veya psikrotrof tiirleri vardir. Aerobik 6zellik gosterdigi
icin gidalarin yiizeyinde hizla gelisebilmeleri sonucu okside iiriinler ve mukoz madde
meydana getirirler. Ozellikle buzdolabi sicaklifinda saklanan siit, et, yumurta ve
deniz tiriinlerinin birinci derecede bozulmasina sebep olurlar (Akoglu, 2006).

Pigmentasyon, Pseudomonas cinsi tiyelerinin genel bir 6zelligidir ve tiirleri
morfolojik olarak ayirt etmede kullanilir. Fakat bu grup fyelerinin pigment
olusturmayan tiirleri de mevcuttur (Murray vd., 1995). Flouresans veren piyoverdin
(yesil-sar1) uzun dalga boylu UV 15181 altinda floresans verir ve renkli goriiniir.
‘Aeruginosa ‘adi bakterinin sahip oldugu bu pigmentten gelmektedir.

Pseudomonas cinsi iiyeleri sahip oldugu viriilans faktorlerinden dolayi
patojenik 6zellik gostererek insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde enfeksiyona sebep
olurlar (Mavrodi vd., 2001). Bu virulans faktorlerden bazilari; ekzopolisakkaritler,
ekzotoksin A, fosfolipaz C, proteaz, pili, pigmentler ve ramnolipidlerdir (Schwarzer
vd., 2008; Yuuka vd., 2008). Ekzopolisakkarit kapsiil, pigmentler ve ramnolipidler
Pseudomonas’ lar tarafindan iiretilen sekonder metabolit olarak adlandirilan virulans
faktdrlerdir (Demain, 1999; Norman vd., 2004; Ozcan, 2011). Sekonder metabolitler
bakterilerin gesitli ortam kosullarinda hayatta kalmasini ve diger bakterilerle rekabet
etmelerini saglar. Ornegin, sekonder metabolit olan piyosiyanin, dkaryot hiicrelerin
de bulundugu cesitli mikroorganizmalara karst antimikrobiyal 6zellik gosterir (Gee
vd., 2004; Ozcan, 2011 ).

Pseudomonas suslari tarafindan tiretilen ve diger suslar lizerinde de letal etki
gosteren enzimlere bakteriosinler denir (Keloglu, 2017). Bakterilerdeki dis memran,
bazi enterik bakterilerde oldugu gibi hiicreyi konak¢inin hidrolitik enzimlerinden ve
cesitli metallerin olumsuz etkilerinden korumaktadir. Membran tizerindeki protein
yapisindaki porlar kiiciik molekiil agirligima sahip maddelere gecirgen iken,
antibiyotik gibi biiylik molekiiller dis membrana yavas penetre olmaktadirlar.
Pseudomonas bu sayede antibiyotiklere kars1 direng kazanirlar ve klinik agidan 6nem
arz ederler (Ozcan, 2011).

Pseudomonas cinsi bakterileri genetik ¢alismalarda da yaygin olarak tercih
edilmektedir. Hava, su ve toprakta yayilim gostermesi, klinik acidan Onemi,

beslenme ve biyokimyasal ¢ok yonliiliige sahip olmalari ile laboratuvar ortamlarinda
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minimum sartlarda ¢ok kolay ve hizli bir sekilde ireyebilmesi ve izolasyonun kolay
olmast nedeniyle ¢ogu arastirma deneylerinde kullanilmaktadir (Mandelbaum vd.,

1995; Ozcan, 2011).

1.6.1. P. aeruginosa’nin genel 6zellikleri

Patojen bakterilerden biri olan P. aeruginosa dogada, toprakta ve sahil deniz
habitatlar1 gibi sulu ortamlarda yasayabilen Gram negatif, aerobik hareketli bir
bakteridir (Aouad vd., 2006; Dao vd., 1999). P. aeruginosa ilk kez 1882 yilinda
Fransiz eczaci Carle Gessard tarafindan mavi yara akintilarindan tanimlanmistir. Bu
mikroorganizmalar ortalama 0,5-1 um (en) ile 1,5-4 um (boy) arasindadir. Optimum
37 °C freyebilirler. P. aeruginosa ve baz tiirleri 4 °C’de tireyebilirken, 42 °C‘de
treyemezler. Asidik ortamda (pH 4-5) gelisemezler. Besiyerlerinde kolaylikla
tirediklerinden dolay:1 rahatlikla izole edilebilirler. Kolay boyanirlar. Kiiltlirlerde
triptofan 2-aminoasetofenon {iiretiminden dolay1 karakteristik bir meyve kokusu
mevcuttur ve petri kutusunun kapagi acildiginda tiziim kokusu veya trimetilamin
kokusu seklinde yayilir (Akoglu, 2006). P. aeruginosa fermentasyon yapmaz, tipik
birgok floresens pigmentlerine sahiptirler. MacConkey Agar’da mavi-yesil rofle
vererek tirerler. Bu goriinlim piyosiyanin pigmentinden dolayr meydana gelmektedir.
(Collier vd., 1998; Ozcan, 2011). P. aeruginosa tipik olarak; piyosiyanin, proteaz,
elastaz, ekzotoksin A, ramnolipid, ekzoenzim S, aljinat, lipopolisakkarit,
ekzopolisakkarit, lipaz adi1 verilen viriilans faktorleri iiretirler (Toreci, 1981; Ozcan,
2011). Ayrica piyosin adi verilen ve diger bakterilere letal etki gosteren
bakteriosinleri de ftretirler. P. aeruginosa’nin fiziki goriintiisii Sekil 1.5 ‘de

gosterilmistir.

22



Sekil 1.5. P. aeruginosa bakterisinin genel goriintiisii (Orbit Biotech, 2006)

Kamg¢1 bakterinin katt besi yerine yerlesmelerine, sivi besi yerindeki
hareketleri olan yiizme hareketine yardimci olmaktadir. P. aeruginosa tek bir kutupta
birka¢ tane kamg¢iya sahip oldugu Sekil 1.6’da goriilmektedir. Piluslar ise epitel
hiicrelere ve mukozal yiizeylere tutunmasinda onemli role iistlenir. Piluslarin ucu
konak hiicre yiizeyine tutunmadan sorumludur. Pseudomonas piluslar, tip IV
grubunda smiflandirtlirlar. Kamg1 ve pili, yapisina, fonksiyonuna ve genetik

organizasyonuna gore degisik ¢esitlilik gosterirler.

Sekil 1.6. P.aeruginosa ‘nin elektron mikroskop goriintiisii (bronchiectasisnewstoday.2017)

P. aeruginosa kiiltiir ortaminda birgok ¢esit pigment iiretebilme yetenegine

sahiptir. Pigment tretimi kiiltiir sartlarina baglidir. Pigmentler oksijensiz ortamda
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olusmazken oda kosullarinda yogun bir sekilde meydana gelirler. Bu pigmentler
sideroforlardir ve King A, King B kiiltiir ortam1 pigment olusumunu destekler.
Piyosiyanin, fluoresens vermeyen fenazin grubundan suda ve kloroformda eriyen,
mavi-yesil pigment 6zelliginde olan kimyasal bir bilesiktir. Piyoverdin, fluoresens
grupta yer alan ultraviyole 1s1ginda fluoresens veren suda eriyen, ancak kloroformda
erimeyen, sari-yesil renkte bir pigment grubudur. Piyosiyaninin tiirevi olan piyoselin,
P.aerugionasa’ larin sideroforlarindan biridir. Biyogenetik olarak, salisilik asit ve
sisteinin iki molekiiliiniin kondensasyon iiriiniidiir. Piyorubin, baz1 P. aeruginosa
suslart tarafindan iiretilen kloroformda ¢oziinmeyen ancak suda ¢oziinen kirmizi
renkte bir fenazin pigmentidir. Diigiikk oksijen varliginda geri doniigiimsiiz olarak
rengini kaybeder. ister asidik ister bazik olsun tiim pH derecelerinde kirmizi
renktedir. Piyomelanin, P. aeruginosa kokenlilerin % 2-3° i tarafindan olusturulan,
suda eriyen kahverengimsi-siyah renkte olan diger bakteriler tarafindan
sentezlenmeyen bir pigmenttir (Gupta, 2010; Téreci, 1981; Ozcan, 2011).

Genetik arastirmalar yoniinden ¢esitli fonksiyona sahip P. aeruginosa PAO1
susu olduk¢a detayli ¢alisilmis ve bu susun genom dizisi ¢ikarilmistir. Bakterinin
genom biiyiikliigiiniin 6, 264, 404 bp oldugu Sekil 1.7°de yer almaktadir
(Mandelbaum, 1995; Ozcan, 2011).

Pseudonionas aceruginiosa :
strain PAD1 J
6,264,404 bp

Sekil 1.7. P. aeruginosa PAO1’in genom dizisi (Ozcan, 2011)

P. aeruginosa suslar1 piyosin ad1 verilen ayni tiiriin diger suslarinda dahi letal
etki gosteren bakteriyosinler tretirler. P. aeruginosa’ nin bakteriyosinleri Brandy'
nin (1967) yaptigi smiflandirmaya gére R, S ve F tipindedir. S tipi; sekilsiz
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goriinimlii ve proteolitik enzimlere duyarli, R tipi; faj komponentleri yapisinda ve
proteolize duyarli olmayan piyosinlerdir (Akoglu, 2006).

Pseudomonas cinsi bakterilerden insan patojeni olarak en sik izole edilen tiir
P. aeruginosa’ dir. Cevre kosullarina ve dezenfektan maddelere direnglidirler, iyotlu
soliisyonlarda bile iireyebilirler (Sengoz vd., 2005). P. aeruginosa bakterisi, gerekli
sterilizasyon ve dezenfeksiyonun yapilamadigi hastane kosullarinda, ameliyathane ve
yogun bakim iinitelerinde kullanilan ara¢ ve gereglerde koloni olusturarak
antibiyotiklere direncli ciddi hastane enfeksiyonlarma neden olurlar (Ozsoy vd.,
2001; Akoglu, 2006). Ornegin, P. aeruginosa insanlarda hem akut hemde kronik
akciger hastaliklarina, Ozellikle immiin sistemi baskilanmis bronsit ve kistik
fibrozisli hastalarin solunum yolu hiicrelerinde kolonize olup doku hasarina sebep
olmaktadirlar (Ran vd., 2003; Lau vd., 2004; Steinberger vd., 2005). P. aeruginosa’
nin virulans faktorleri insanda ¢esitli enfeksiyonlara sebep olan firsat¢i patojenik
Ozellik gosterir. Bu bakteri sayisiz protein ve sekonder metabolite sahiptir. Bunlarin
¢ogu insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde ve ¢esitli mikroorganizmalarda patolojik
hastaliklara yol agarlar (Gerene vd., 2003). Goz, dis kulak, orta kulak, idrar yolu,
yanik ve yara enfeksiyonlari, menenjit, bronsit ve bronkopnomoni, septisemi,
osteomiyelit, psddomembran6z kolit gibi hastaliklardan izole edilebilirler.
P. aeruginosa' nin yeni dogan ¢ocuklarin Sliimiiyle sonuglanan epidemik ishale
neden oldugu da bildirilmistir (Akoglu, 2006).

P. aeruginosa tiirii sicakliga direngsiz bir bakteridir. 55 °C' de 1 saat ve 60 °C'
de 15 dakikada oliirler. Cevre sicakliginin, nemin uygun oldugu sartlarda ireyebilir
ve aylarca canli kalabilirler. Diger patojenik bakterilere goére kimyasal
dezenfektanlara kars1 daha fazla direng gosterirler. Dortlii amonyum bilesiklerinde,
hekza klorofenli sabunlarda, iyotlu soliisyonlar i¢inde bile iireyebildikleri gibi dortli
amonyum bilesiklerini besin kaynag: olarak da kullanabilirler (Ozcan, 2011).

P. aeruginosa yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal etkenlerin biiyiik
cogunluguna direng gosterirler. Antibiyotiklere, kimyasal ve fiziksel ajanlara direnc;
plazmitler aracihig1 ile gergeklesir. Ornegin karbenisilin, kloramfenikol, tetrasiklin,
stilfonamit, aminoglikozit gibi antibiyotiklere borat, kromat, civa iyonlari, telliirit ve
UV isinlarina direng bu sekilde olmaktadir (Kogoglu, 1994; Bastiirk 2005; Akoglu,
2006).

Bakteriyel biyofilmler, bakterinin dogal yasam ortaminda canliliklarini
siirdiirmek i¢in gelistirdigi bir yapidir. Bakteriyel komiinitenin ger¢eklesmesi icin de
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biyofilm gereklidir. Cogu 1slak yilizeyde yaygindir ve ¢esitli ¢evresel sorunlara yol
acabilirler. P. aeruginosa’ da dogal kosullarda kati ve sivi yiizeylerde biyofilm adi
verilen yapilar igerisinde canliliklarin1 korurlar. P. aeruginosa’nin da sahip oldugu
bakteriyel enfeksiyonlarin % 65’den sorumlu olan biyofilmlerin genel 6zelligi
antimikrobiyal diren¢ gostermeleridir. En iyi biyofilm 6rnegini kronik olarak bu
bakteri ile enfekte olmus Kistik fibrozisli hastalar gostermektedir (Alexei vd., 2000;
Ozcan, 2011).

Her canli arasinda iletisim ¢ok onemlidir. Hiicreler arasinda da iletisimin
olmasi igin bakterilerin ¢esitli hareketleri yapmalar1 gerekir (Daly vd., 1984;
Heydorn vd., 2002). P. aeruginosa da fizyolojisinde en etkili 6zelliklerden biri olan
hareketi ylizme, titreme ve kayma olmak iizere ii¢ sekilde gergeklestirirler. Kayma,
yiizme ve titreme hareketi tek bir azot kaynagi olmak sartiyla, diisiikk miktarda agar
(% 0.5-0.7) ilavesiyle gerceklesir (Ozcan, 2011). Bakterilerin salgiladiklar1 kimyasal
maddeler araciligiyla haberlesmeleri ve iletisim kurmalarini saglayan bir 6zelligi de
yeterli yogunluk algilamasi (YYA) dir. YYA ile hiicreler bireysel davranig yerine,
organize bir topluluk halinde hareket ederler. YYA bakteri de hareket, kiimelesme,
biyofilm olusturma, viriilans faktorler, antibiyotik sentezi gibi birgok fizyolojik
olayin diizenlenmesinde gorev alir (Sakuragi ve Kolter, 2007). YYA sistemi iki gen
tarafindan kontrol edilir. Bunlar otoindiikleyiciler tarafindan diizenlenen las ve rhl
gen sistemleridir. Bunlardan las sistemi; alkalin proteaz, ekzotoksin A, LasA proteaz,
LasB proteaz (elastaz) ve Lasl gibi viriilans faktorlerinin ifadesini diizenlerken, rhl
sistemi; piyosiyanin, Rhll, LasA proteaz ve LasB proteaz ifadesini kontrol
etmektedir (Cabrol vd., 2003; Dietrich vd., 2006; Ozcan, 2011).

P. aeruginosa toprak, rizosfer, tatlisu ve denizdeki ¢evresel kirliligi yiiksek
oranda giderebilme yetenegine sahiptir. Bu kirliligi gidermek i¢in pili, aljinat ve
lipopolisakkarit gibi hiicre iliskili faktorler ile toksinler (ekzotoksin A ve ekzoenzim
S), proteazlar (elastaz, LasA proteaz ve alkalin proteaz), hemolizinler (fosfolipaz ve
ramnolipid) gibi viriilans faktorler gorev almaktadir (Glessner vd., 1999; Ozcan,
2011).

1.7. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler, cogalma ve tireme icin gerekli olmayan dogada yaygin

olarak bulunan bircok mikroorganizma tarafindan {iretilen ticari olarak Onemli
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metabolitlerdir. Genel olarak siradisi yapilara sahip olan sekonder metabolitler;
saglik, beslenme ve toplumun ekonomisi {izerinde biiyiik bir etkisi vardir (Supriya ve
Nutan, 2010).

Primer metabolitler, bakteri gelisimine paralel olarak mikroorganizmanin
gelisme fazinin baslangicinda olusurken, sekonder metabolitler ise gelisme fazinin
sonuna dogru ya da duragan fazda sadece bazi mikroorganizmalar tarafindan
retilirler. Aminoasit, aseton, etanol, proteinler, karbohidratlar, vitaminler, organik
asitler v.s primer metabolit iken, mikrobiyal sekonder metabolitler de antibiyotikler,
alkoloitler, toksinler, pigmentler, feromonlar, pestisitler, antitimoér maddeler v.s.dir
(Castric, 1974; Ozcan, 2011).

Primer metabolizmadan farkli olarak sekonder metabolizma siirecleri hala
tam anlamiyla agiklanmamis olsada sentezi genellikle kromozal DNA venadirende
plasmid DNA’sindaki genler tarafindan kodlanmaktadir (Demain, 1998). Sekonder
metabolitler; enzim inaktivasyonu, enzim indiiksiyonu, besinler, bitylime hiz1 ve geri
beslemeli kontrol tarafindan diizenlenmektedir.

Endiistriyel agidan 6nemli olan ¢ogu tedavi edici gibi amaglar i¢in kullanilan
sekonder metabolitler kolay ve ekonomik olarak elde edilebilir. Bu sekilde ftiretilen
sekonder metabolitlerden en iyi bilinenlerden birisi antibiyotiklerdir (Essar vd.,
1990; Barrios-Gonzalez vd., 2005). Antibiyotikler ve diger sekonder metabolitler
mikroorganizmalarin ticari 6nemini arttirmaktadir (Leisinger ve Margraff, 1979).
1995 yilinda, tanimlanan 12,000 antibiyotigin yaklasik % 55 bakteriler tiretmektedir.
Sekonder metabolitlerin gogu DNA ve protein sentezi, sinir sistemi, kalp aktivitesi
ve mikrotiibiil yapis1 modiilasyonun inhibisyonu gibi gii¢lii biyolojik etki gosterirler

(Ozcan, 2011).

1.7.1. P. aeruginosa’nin sekonder metabolitleri

Floresans Pseudomonas sp.’lerin firettigi metabolitlerin tedavi amach
kullanimina dayali ilk arastirmalar 80 yil Oncesine dayanmaktadir. O zamandan
giiniimiize kadar izole edilen 6nemli miktarlardaki antibiyotik bilesikler arasinda
piyosiyanin, piyrolnitrin nadirende pseudomonik asit ¢esitli arastirma ve
uygulamalarda kullanilmistir. Pseudomonas sp.’larin genetigi ve biyokimyasi ile
ilgili yapilan arastirmalara sekonder metabolitlerin de katilmasi, Sekonder

metabolizmanin aydinlatilmasi agisindan dnem kazanmistir (Leisinger ve Margraff,
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1979). Antibiyotik tireten Pseudomonas’ lar etkin bir biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilmaktadir.

P. aeruginosa son yillarda artan insidansi, biyolojik kontrol ajani olarak
kullanimu, tirettigi viriilans faktorlerinin g¢esitliligi, mortalite ve morbiditesi yiiksek,
stirekli yiikselen antibiyotik diren¢ oranlariyla sik rastlanan, tedavisi zor
enfeksiyonlarin etkeni olarak cesitli arastirmalarda kullanilmaktadir. Bakterinin
viriilans faktorlerini hiicre ile iliskili ve hiicre disina saliman faktorler olarak
inceleyebiliriz (Karatuna ve Yagci, 2008).

P. aeruginosa c¢esitli viriilans faktorleri liretmektedir. Endiistriyel alanda
birgok kullanima sahip olan bu faktorler (Lau vd., 2004);
piyosiyanin,
elastaz,
proteaz,
ramnolipid,
ekzotoksin A
ekzoenzim S,
aljinat,
lipopolisakkarit,

ekzopolisakkarit

N N NN N N A

lipazdir.
Pseudomonas’ lar viriilans faktorlerden olan ekzopolisakkaritler, pigmentler
ve ramnolipid gibi sekonder metabolitleri tiretebilmektedirler.

Ramnolipid biyosiirfektanlar, ¢evrenin kendi kendisini yenilemesine yardime1
olan bilesiklerdir. P. aeruginosa susunun ramnolipid bilesikleri ile biyolojik yikim
yetenegi oldukga etkilidir. Bakteri yapisindaki ramnoz igeren glikolipid sayesinde
biyosiirfaktan etki gdosterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciger siirfaktam
fosfolipidlerini ¢oziiniir hale getirerek fosfolipaz C’nin etki etmesine yardimci olur.
Ayrica mukosiliyer tasimimi ve Silya fonksiyonlarmi etkili bir sekilde inhibe
etmektedir (Karatuna ve Yagci, 2008; Ozcan, 2011).

Ekzotoksin A; okaryotik hiicrelerde protein sentezini engelleyen en 6nemli
viriilans faktoriidiir. Bu toksin doku hasarma neden olur. Ekzoenzim S; protein
sentezini engeller. Ekzoenzim A’dan farki sicakliga stabil olmasidir ve fagositik
oldiirmeye kars1 direng olusturur. Elastaz; akcigerlerin genisleyip, daralmasina

olanak saglayan bir proteindir ve akcigerlerde yaklasik % 30 oraninda elastin
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proteini bulunur. P. aeruginosa’nin elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB
elastaz sorumludur (Kayar, 2009).

1.7.1.1. P. aeruginosa’nin pigment iiretimi

Pigment; bitkisel, hayvansal, mikrobiyal ya da inorganik bir kaynaktan elde
edilen sentez, ekstraksiyon, izolasyon veya benzeri islemlerle elde edilen boya,
pigment veya diger maddeler olarak tanimlanir (Anonymous, 1995). Pigmentler
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Das ve Ma, 2013).
Mikroorganizmalardan  bakteriler ve bazi mantarlar pigment iretebilme
yetenegindedirler. Bakteriler kendi hiicreleri igerisinde kalan veya bulunduklari
ortama saldiklari bazi renkli maddeler tiretirler. Pigment yapan bakteriler ve 6zellikle
hiicre i¢i pigment yapanlar suda erimedikleri i¢cin kolonileri, yaptiklart pigmentin
Ozel rengindedir kolonileri boyamazlar. Hiicre disi pigment yapanlar ise suda
eridikleri i¢in bulunduklari besiyerini pigment rengine boyarlar (Ata, 2013).
Bakterilerin trettikleri pigmentler 6zellikle sari, turuncu, kirmizi bazen de yesil
renkte olabilir.

Bir¢ok bakteri tarafindan o&zellikle de Brevibacterium, Microbispora,
Pseudomonas, Streptomyces, Streptosporangium ve Sorangium cinsine ait iiyelerin
pigment trettigi bildirilmistir (Budzikiewicz, 1993). Pseudomonas tiirleri onlara
secici bir ozellik kazandiran piyosiyanin, piyoverdin (fluoressein), piyorubin ve
piyomelanin adi1 verilen ¢esitli pigmentler olusturmaktadirlar (Kantarci, 1992). Son
yillarda fluoresens Pseudomonas’larin temsilcilerinden 6zellikle de P. aeruginosa ile
besiyeri icerisinde mavi-yesil piyosiyanin pigmentini {ireten bir¢ok ¢alisma
yapilmaktadir ( Das ve Ma, 2013).

Fenazin  pigmentleri  19.yy.’in  sonlarindan itibaren tanimlanmaya
baslanmistir. Mikroorganizmalar dogada bulunan fenazin molekiilleri igin 6zel bir
kaynak ihtiva ederler. Bu fenazin pigmentlerin ¢ogu ayni basit yapiya sahiptir.
Bazilar1 suda bazilari ise kloroform da ¢dziiniirler (Ozcan, 2011). Giiniimiize kadar
birgok mikroorganizma tarafindan 30 farkli fenazin bilesigi Ttretilmektedir.
Pseudomonas ssp.’leri arasinda fluoresens Pseudomonas’lara ait bir¢ok susla ve P.
cepacia grubunun bazi {iyeleri tarafindan tiretilen fenazin, organik ¢oziiciilerle kiiltiir
filtratlarinin  ekstraksiyonuyla izole edilmektedir. Fenazin, Pseudomonas cinsi

bakteriler tarafindan iiretilen antifungal, antibiyotik benzeri sekonder metabolitlerdir.
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Cesitli fenazin pigmentlerinin tiretimi ve biyosentez yollar1 bilinmemektedir (Ingram
ve Blackwood, 1970; Ata, 2013).

1.7.1.1.1.Piyosiyanin

Piyosiyanin tizerinde en ¢ok ¢alisilmis P. aeruginosa igin karakteristik olan
bir fenazin pigmentidir (Rao vd., 2017; Kayar, 2009; Ata, 2013). Pigment ilk olarak
Gessard (1890) tarafindan kompleks bir ortamda P. aeruginosa’nin c¢ogalmasini
takiben izole edilmistir. Jordan (1899) ise piyosiyanin iiretimine iliskin Kimyasal
ortamlari tanimlamigtir. Pigmentin orijinal yapist Wrede ve Strack (1929) tarafindan
gosterilirken, en son sekli olan cift halkali yapist Hilleman (1938) tarafindan
yapilmistir (Ozcan, 2011). Karbon kaynag: olarak ¢ogu zaman gliserol kullanilir.
Cesitli besi ortamlarinda piyosiyanin miktar1 da farkli olmaktadir. Bu pigment
bakterinin hem patojenlik hem de fizyolojisinin belirleyicisi olarak kullanilan 6nemli
faktordiir (Cox, 1986).

Piyosiyanin, suda ve kloroformda eriyen, fluoresans vermeyen mavi-yesil
pigment ozelliginde olan Oncii molekiilii korizmik asitten son hali ii¢ halkali
piyosiyanine sentezlenen Sekil 1.8’de gosterilen fenazin grubundan kimyasal bir
metabolittir (Hassett vd., 1992; Ran vd., 2003). Sivi besiyerlerinden yapilmig bakteri
kiiltiirlerine esit miktarda kloroform eklenir ve calkalanirsa bu pigment besiyerinin
iginde ¢okelek halde bulunan kloroform igerisinde kristalize olarak koyu mavi renkte
goriilebilir (Akoglu, 2006; Kayar, 2009; Ozcan, 2011; Ata, 2013). King A besiyeri
kullanilarak piyosiyanin {iretimi arttirilabilir (Caparanga vd., 2017). P. aeruginosa
suslar1 37 °C' de 5 giin inkiibe edildiginde, suslarin % 80' 1 piyosiyanin iiretir (Wilson
ve Miles, 1964; Aydin, 2001; Kayar, 2009).
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Sekil 1.8. P. aeruginosa’ nin iirettigi piyosiyanin molekiilii a) nétr veya bazik pH’ta

zwitteriyon olarak davranir ve mavi renklidir b) asidik ortamda ise kirmiz1 renklidir

(Lau vd., 2004; Rao vd., 2017)

Besiyerinde 6zellikle piyosiyanin ve fluoresin pigmentlerinin olusumu, P.
aeruginosa 'min tanisi yoniinden ve diger Pseudomonas tiirlerinden ayirt etmede
oldukga onemli bir ozelliktir (llgaz, 1999; Kayar, 2009). Bu pigment cevreyi
algilama sisteminin kontrolii altinda iretilmektedir. Quorum sensing (QS) sisteminin
kontrol geni olan rhl sistemi, piyosiyanin {iretimi igin kontrol basamagini
olusturmaktadir (Glessner vd., 1999). Piyosiyanin pigmentinin; inflamatuar cevabi
uyardigi, hiicre solunumunu inhibe etttigi, oksijenin toksik sekilleri olan siiperoksit
ve hidrojen peroksit radikallerinin {iretimini katalizledigi, kalsiyum homeostazi ve
siliyer fonksiyonlar1 bozdugu, epidermis ¢ogalmasini durdurdugu, prostasiklin

salmimina yol agtig1 bilinmektedir (Ozcan, 2011).

1.7.1.1.2. Piyoverdin (Fluoressein)

Floresan grupta yer alan piyoverdin; P. aeruginosa, P. fluorescens ve P.
putida tarafindan sentezlenen, suda eriyen, kloroformda erimeyen, sar1 yesil renkte
bir pigment grubu olarak tanimlanmaktadir (Leisinger ve Margraff, 1979).
Piyoverdinler kararli olmayan bilesiklerdir. Bu pigmentler sideroforlardir.
Sideroforlar kimyasal anlamda, (Yunanca demir tasiyici) demirin yetersiz bulundugu
ortamda okaryotik, prokaryotik ve yiiksek organizmalar tarafindan salinan diisiik
molekil agirlikli metal selat bilesiklerdir ve kiiltiir ortaminda diisiikk demir
konsantrasyonlarinda bol miktarda iiretilmektedirler (Saha vd., 2012; Erdem, 2013;

Cornu vd., 2014). King B kiiltiir ortam1 fluoresens pigmentlerin {iretimini uyarmakta
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kullanilir. King B besiyerinde klinik izolatlarin % 701 bu pigmenti iretir. Bu
pigmentin fluoresan vermesi igin UV 1s181na ihtiya¢ duyulur (Kayar, 2009). Yapilan
calismalar bakteri ve mantarlarin demir disindaki metallerin siderofor tiretimini
tesvik ettigini gostermektedir. Piyoverdin, floresan Pseudomonadlar tarafindan
piyoselin ile birlikte demir alimi igin salgilanan ana sideroforlardan biridir (Chiado
vd., 2013). P. aeruginosa suslari, piyoverdin ve piyoselin iiretemeyen bir susa gore
toksik metallere kars1 daha az hassastir (Braud vd., 2010).

1.7.1.1.3. Piyorubin

Piyorubin; bazi P. aeruginosa suslari tarafindan firetilen parlak kirmizi
renkte, kloroformda ¢6ziinmeyen, suda ¢oziinebilen bir fenazin pigmentidir. Diigiik
oksijen konsantrasyonunda geri déniisiimsiiz olarak rengini kaybetmektedir. Ister
asidik ister bazik olsun tim pH derecelerinde kirmizi renktedir (Toreci, 1981;
Akoglu, 2006). Piyorubin klinik izolatlarin % 2'sinde tiretilir (Kayar, 2009).

1.7.1.1.4. Piyomelanin

Piyomelanin; P. aeruginosa kokenlilerin % 2-3’ii tarafindan iiretilen ve bagka
higbir bakteri tarafindan sentezlenmeyen, kloroformda erimeyen suda eriyen,

kahverengimsi siyah renkte bir pigmenttir (Ozcan, 2011).

1.8. Serbest radikaller

Atmosferin % 21’ini olusturan oksijenin, aerobik organizmanin yasami i¢in
gerekliligi kagmilmaz bir gercektir. Solunan oksijenin % 95’inden fazlasi
mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik % 5’1 de
son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren serbest oksijen radikallerine
(SOR) doniismektedir (Torlak, 2014). Insan yasami icin oksijen ¢ok elzem olmasina
ragmen, metabolizma faaliyetleri sirasinda iiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda
yogun bir sekilde zarar verme potansiyelindedir (Diplock, 1998; Torlak, 2014).
Birgcogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal
reaktivitesi, normal oksijen molekiiliiyle karsilastirildiginda, daha yiiksek enerjili
oksijen formlar1 oldugu goriiliir (Nawar, 1996; Torlak, 2014).
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Serbest radikaller, dis atomik ydriingelerinde bir veya daha fazla g¢ift
olusturmamis elektron igeren yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesik olarak
adlandirilirlar (Aydemir ve Sari, 2009). Fe** Cu®" Mn** ve Mo™* gibi gecis metalleri
de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak
adlandirilmazlar, ancak serbest radikal olusumunda &nemli rol almaktadirlar (Ozcan,
2011). Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiikli (anyon) veya
elektriksel olarak nétr olabilirler.

Normal atom veya molekiilde elektronlar eslenik bulunmalari nedeniyle
reaktif degilken, bu c¢iftlenmemis elektronlar SOR’lara biiyiikk bir reaktiflik
kazandirirlar. Bu 6zellikleri DNA, niikleotid, protein, lipid ve koenzimler gibi birgok
biyolojik materyale zarar vermekte ve gesitli biyolojik problemlere neden
olmaktadir. Organizma siirekli olarak serbest radikal tiirevleri ile karsi karsiya
kalmaktadir (Reiter, 1995). Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere
kars1 organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusur ve organizmada meydana
gelebilecek olasi etkileri igsel mekanizmalarla 6nlenmektedir. Fizyolojik dozlardaki
serbest oksijen radikalleri sinyal iletimi ve bagisiklik cevabi gibi olaylarda 6nemli

roller iistlenirler (Ozcan, 2011) .

1.8.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az
miktarda olusan canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, radyasyon, pestisitler,
cevre kirleticileri, ¢esitli tibbi tedavi yollar1 ve kirlenmis sular gibi bir¢ok eksojen
etmenin sebep oldugu oksijen tiirevleridir (Karadeniz ve Koca, 2003; Ozcan, 2011).
Biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerin endojen kaynaklari ise
oksijen, nitrik oksit (NO), uyarilmis nétrofil, endoplazmik retikulum, peroksizom,
mitokondriyal elektron transport sistemi ve plazma membrani sayilabilir. Cizelge
1.2’de bu radikallerin baslicalari; tekli oksijen (‘O ), siiperoksit anyonu ‘O,),
hidroksil (OH), peroksil (ROO’) ve alkoksil (RO’) radikalleri gosterilmistir (Kaur ve
Kapoor, 2001; Karadeniz ve Koca, 2003).
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Cizelge 1.2. Oksijen ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirleri (Yalgin, 2007)

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile meydana gelir.
Serbest radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar
olusumu ile birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit
(H202)’e indirgenir. Hidrojen peroksit Sekil 1.9°daki gibi eslenmemis elektron

icermedigi igin tek basina radikal 6zellik géstermez (Davies vd., 1995).

Sekil 1.9. Reaktif oksijen tiirleri
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20 +2H — H,0,+0,

Oy +2H +e — H0,

H.O, gecis metallerinin (fenton reaksiyonu) varliginda toksik OH radikaline
doniistir:

Fenton reaksiyonu;

H>O, OH

W

Hidroksil radikali (OH) olduk¢a reaktif ve toksik bir radikaldir; ilk
karsilagtigi molekiil ile 14 Aco mesafesinde ve 10-16 sn. i¢inde reaksiyona girer.
Hidroksil radikali biiyiik molekiil yapist ve elektronegativitesi sebebi ile protein,
karbonhidrat, lipitler ve DNA gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek bu
yapilarda oksidatif hasara neden olmaktadir. Makromolekiiller hiicrelerde hayati
gorevlerde bulunduklarindan bu yapilarda olusan hasar olduk¢a &nemlidir. /n vivo
ortamda herhangi bir ‘OH radikal siipiiriiciisiiniin etkili olabilmesi i¢in mevcut hedef
molekiillerin 6nemli bir bdliimiinii kapsayacak kadar yiiksek konsantrasyonda
bulunmasi gerekmektedir. Bu sebeple ‘OH radikalinin olugumunun 6nlenmesi, bu

radikalin siipliriilmesinden daha etkili olmaktadir (Reiter vd., 2001; Torlak, 2014).
1.9. Antioksidanlar

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidasyonlar1 onleyen, serbest
radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi

verilir (Elliot, 1999; Ozcan, 2011). SOR’larin olusumunu, meydana getirdikleri

35



hasarlar1 Onlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere organizmayir koruyan
“antioksidan savunma sistemi” dort farkl yolla etki gostermektedir.

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme gibi
“stiptirticii etki” de bulunurlar. Antioksidan enzimler ve kiigiik molekiiller, SOR’lara
bu yolla etki gosterirler ( Reiter, 1995; Karihtala ve Soini, 2007).

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen ilavesiyle
aktivitelerini azaltma yoniinde veya “inaktif sekle doniistiirticii etki” de bulunurlar.
Vitaminler, flavanoidler inaktif sekle donistiiriicii etki gosterirler (Cherubini vd.,
2008).

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki “zincir kirict etki” dir. Mineraller, hemoglobin ve seruloplazmin bu
tarz bir etkiye sahiptirler (Mickle ve Weisel, 1993)

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde “onarict
etki” de bulunurlar.

Antioksidanlar endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olmak {izere ikiye

ayrilir.
1.9.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar; enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa

ayrilirlar.

1.9.1.1. Enzim olan endojen antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz,
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferaz (GST), Mitokondriyal
sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz (Thrane vd., 2007).

1.9.1.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, stiperoksit serbest radikalinin (O, ) hidrojen peroksit (H.0,) ve
molekiiler oksijene (Oz) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan ozellik gosteren,
molekiil agirligr 17-85 kDa araliginda olan metalloenzimlerdir.

Normal metabolizma faaliyeti esnasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
stiperoksit radikali tiretilmesine karsit hiicre i¢i diizeyi SOD enzimi sayesinde Sekil
1.10°da goriildiigi gibi diistik tutulur. Siiperoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene
hizlica dismutasyonunu katalize eder. SOD katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir
enzimdir (Sheng vd., 2004). Fakat, H,0, gecis metalleri varliginda Fenton ve Haber-
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Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH radikaline dontismektedir. Bu durumda,
hiicredeki Katalaz ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimlerinin aktivitesi
arttirtlarak H,O; diizeyleri kontrol altina alinmaktadir (Torlak, 2014).

Sekil 1.10. SOD etkinligi
1.9.1.1.2. Katalaz

Katalaz enzim ailesi igerisinde bulunan {i¢ smifta (mono-fonksiyonel
katalazlar, katalaz peroksidazlar ve mangan katalazlar) hiicresel fonksiyonlarin
devami i¢in yeterli derecede hidrojen peroksit pargalayabilme kabiliyetine sahip,
genel olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda
iiretilen bir antioksidan enzimdir (Ozkarsl, 2011). Bir metalloenzim olarak bilinen
katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein katalistlerinden
birisidir (Larson, 1988; Torlak, 2014). SOD enzimi faaliyeti sonucunda meydana
gelen toksik hidrojen peroksit (H,0;), Sekil 1.11°deki gibi “katalaz” enzimi etkisiyle
su ve oksijene doniismektedir (Duthie vd., 1989).

Sekil 1.11. Katalaz etkinligi
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Hidrojen peroksit (H20,), biyolojik dnemi olan molekiillerin ¢ogu ile spesifik
olarak reaksiyona girmemekle beraber, ‘OH radikali gibi daha reaktif oksidanlarin

olusumunda bir dnciil madde olarak rol almaktadir (Ozcan, 2011).

1.9.1.2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Melatonin, metiyonin,
miyoglobin, hemoglobin, ferritin, laktoferrin, albumin, bilirubin, glutatyon, sistein,

seriiloplazmin, iirat, transferin (Reiter, 1995).
1.9.1.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen
tiyol grubu iceren bir tripeptitdir. Karacigerin de dahil oldugu pek g¢ok dokuda
glutatyon, sistein ve glisinden sentezlenmektedir. Sentezde y —glutamil sistein sentaz
ve GSH sentaz enzimleri katalizor olarak gorev yapmaktadir.

GSH hiicredeki 6nemli fonksiyonlarmin (DNA, protein sentezi, enzim
aktivitesi regiilasyonu vb.) yani sira ¢ok 6nemli bir antioksidandir. Serbest radikaller
ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korurken,
hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol
almaktadir (Cochrane, 1991; Diril, 2013). Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH)
gruplarini rediikte halde tutup bu gruplar1 oksidasyona karsi korumaktadir. Boylece
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engellemektedir. GSH
yabanci Dbilesiklerin  detoksifikasyonunda ve aminoasitlerin membranlardan
taginmasinda da gorev almaktadir.

GSH; g6z lensini, eritrositleri ve l6kositleri oksidatif strese karsi korumada
¢ok onemli bir yere sahiptir Yapilan arastirmalar, GSH eksikliginin oksidatif stresin
yaninda AIDS, Alzheimer, Parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklari, kistik fibrozis,
orak hiicreli anemi, kanser, koroner kalp hastaligi, inme, diyabet gibi bir¢ok

hastaligin sebebi olabilecegini ortaya koymaktadir (Ross, 1988).
1.9.2. Eksojen antioksidanlar
Vitamin ve ilag olarak kullanilan olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.

1.9.2.1. Vitamin eksojen antioksidanlar: Askorbik asit (vitamin C), a-tokoferol
(vitamin E), B-karoten, Folik asit (folat).
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1.9.2.2 Tla¢ olarak kullamilan eksojen antioksidanlar:

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen
ve asetilsistein), enzimatik olmayan serbest radikal toplayicilar (mannitol, albumin),
ksantin oksidaz inhibitdrleri (allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten),
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar), rekombinant siiperoksit dismutaz
trolox-C (vitamin E analogu), demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
notrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler (TNF ve IL-1), ‘ozon’ seklinde
siralayabiliriz (Diril, 2013; Torlak, 2014).
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2. KAYNAK OZETLERI

Pseudomonas, neredeyse tiim Kkirlenmis bolgelerde bulunan en Onemli
bakterilerden biridir. Atiksularda Pseudomonas cinsi bakterilerin fazla bulunmasi,
bakterilerin bu sulardaki ekstrem sartlara karsi dayanikliligini saglayan iirettikleri
EPS, piyosiyanin ve ramnolipid gibi sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir.
Bu nedenle atiksularda Pseudomonas cinsi bakteri fazla miktarda bulunmaktadir.
Yapilan ¢alismada Pseudomonas izolatlarma Cd®* i¢in 10, 20, 30, 40 ppm
konsantrasyonlar: uygulanirken, Mn* igin 100-200-300-400 ppm konsantrasyonlari
uygulanmis ve ekzopolisakkarit miktarlar tespit edilmistir (Yalcin, 2016).

Hiicre dis1 besiyerinde sideroforlardan piyoverdin ve piyoselin varhigi P.
aeruginosa'da toksik metal birikimini azaltip ve bakteriyel metal toleransini
arttirmistir. Braud ve ark. (2010) yaptigi ¢alismada, P. aeruginosa susu PAO1,
piyoverdin ve piyoselin iiretemeyen bir susa gore toksik metallere karsi daha az
hassas oldugu sonucuna varmiglardir. Metal olmayan ve 100 uM konsantrasyonda
metallerin biiyiime inhibisyonlar1 karsilastirilmis: Co*" ve Ga** sirastyla % 76 ve %
46; Cu2+, Ni2+, TI, Zn*" % 25 ve Cd*" % 12 inhibe ettigini raporlamislardir. Her iki
sideroforun toksik metallere (Cd®*, Cr**, Cu®*, Ni**, Pb**, Sn**, Tb* ve Zn*") kars1
koruyucu etki gosterdigini tespit etmislerdir. Piyoselin Ni%*, Pb? ve Tb** igin
piyoverdinden daha etkili iken, piyoverdin Cu?* ve Zn*" metalleri igin daha etkili
oldugu sonucuna varmislardir. Ayrica piyoselin sentezi 10 uM Fe®*, Co®*, Mo®*, Ni**
ve Cu?" tarafindan baskilanirken, piyoverdin sentezi 10 uM AI3+, Cu2+, Ga3+, Mn?*
Ni* ve 100 uM Co®, Zn**ile baskilandigini tespit etmislerdir (Braud vd., 2010).

Braud ve ark. (2010) yaptigi metal direngliligi g¢alismasinda ise, P.
aeruginosa hiicreleri; 50 uM piyoverdin ve 100 uM piyoselin pigmentleri ile birlikte
yada ayr1 olarak 5 pM metal konsantrasyonu ile 29 °C 45 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi hiicre yiizeylerindeki metali elimine etmek igin hiicreler
yikanarak ve ICP-AES analizi yapilmistir. Metaller degerlendirilmis ve sonugta;
Al¥*, Fe**, Pb?* ve Tb®* metalleri 2.8 den 4.2 pmol g konsantrasyon bakteri icine
katilmistir (Braud vd., 2010).

Biyoagmentasyon destekli fito-ekstraksiyon, mikrobiyal —metabolitler
tarafindan daha biiyilk metal mobilizasyonu sayesinde fito-ekstraksiyon etkinligini
artirabilir. Braud ve ark. (2009) tarafindan yapilan calismada; P. aeruginosa ve P.

fluorescens 'inyesil fluoresan protein etiketli hiicreleri siderofor iireterek Cr (488 mg
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kg™) ve Pb (382 mg kg igeren bir tarimsal topraga bu bakterileri asilamis ve misir
ekmislerdir. Deneyde yagsiz siit kullanilarak bakteri hiicrelerinin hayatta kalmasi
saglanarak siderofor {iretiminin artirilmast amaglanmistir. Yagsiz siitle birlikte
verilen immobilize P. aeruginosa hiicreleri ile yapilan asilama, musir filizlerinde Cr
ve Pb alimini sirasiyla 5.4 ve 3.8 oraninda artirdigini bildirmislerdir (Braud vd.,
2009).

Chang ve ark. (1997) yaptig1 ¢alismada, Pseudomonas aeruginosa PU21 ‘nin
agir metal biyosorbsiyonu c¢alismislardir. Yapilan calismada; inaktif ve istirahat
hiicrelerinde  Pb%*, Cu?* ve Cd?* metallerinin farkli pH (3-6) degerlerinde
biyosorbsiyonu aragtirmiglardir. pH degeri 3.0'dan 6.0'a yiikseltildiginde,
adsorpsiyon kapasitesi, inaktive edilmis hiicreler ve istirahat hiicreleri i¢in benzer
egilimler dogrultusunda ©6nemli Olgiide arttigmmi rapor etmislerdir. Istirahat
hiicrelerinde, Pb?* pH 5.5°da baslangic miktar1 375 mg/litre iken adsorbsiyon sonrasi
yaklasik 98 mg/litre, Cu®* pH 5 ‘te baslangic miktar1 270 mg/litre iken adsorbsiyon
sonras1 yaklasik 22 mg /litre ve Cd* pH 6’da baslangi¢ miktar1 170 mg /litre iken
adsorbsiyon sonrasi yaklasik 40 mg /litre metal biyosorbe ettigini rapor etmislerdir.
P. aeruginosa PU21'in {i¢ agir metalin yiiksek konsantrasyonlarina olan direnci, agir
metal tedavileri i¢in uygun oldugunu bildirmislerdir (Chang vd., 1997).

Alg, mantar ve bakterilerin biyokiitlesinin metal iyonlarin1 kolayca adsorbe
ettigi veya biriktirdigi bilinmektedir. Bu organizmalar tarafindan metal alim
kabiliyeti (biyosorpsiyon veya biyobirikim), agir metal kirliliginin diizeltilmesi i¢in
etkili ve ekonomik potansiyeli nedeniyle biiyiik dikkat cekmistir.

Biyofilm-EPS zengin bir polisakkarit, protein ve niikleik asit igerigine
sahiptir. Bunun yan1 sira, EPS ve biyofilmler toksik metallerin biyosorpsiyonunda
biiytik bir etki gostermistir. Chakraborty ve Das (2014), P. aeruginosa JP-11 aerobik
kosullarda CdCl, metalinde Cd***nin MIC degerini 1.250 ppm ve Cd?* direngliligini
1.000 ppm olarak tespit etmislerdir. 50-250-450-650 ve 850 ppm Cd** uygulanmis
ve maksimum biyofilm-EPS {iretiminin 650 ppm konsantrasyonda oldugu tespit
edilmistir. Hiicreler tarafindan salgilanan biyofilm ve EPS, sirasiyla % 58.760 +
10.62 ve % 29.544 + 8.02 oraninda Cd*"'yi etkili bir sekilde gidermektedir. CdCl,
(500, 1,000 ve 2,500 ppm) cesitli konsantrasyonlarda uygulamislar ve Cd***un
bakteri biiylimesine etkisini arastirmislardir. Sonugta bakteri 1.000 ppm Cd* direng
gosterirken ve biiylime varken, 2.500 ppm konsantrasyonda biliylime gdzlenmedigi

bildirilmistir (Chakraborty ve Das, 2014).
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Deredjian ve ark. (2011), gevresel drneklerden izole edilen 130 Pseudomonas
putida tiiriiniin agir metal direngliliginin arastirildigit bir calismada, ¢evresel
orneklerden alinan Srneklerdeki P. aeruginosa tiirlerinin Zn®*, Cd®* metaline cok
direngli oldugunu bildirmislerdir. Cd** ve zn* yapisal olarak benzer oldugundan
diren¢ bakimindan her iki agir metal ortak ozellikler géstermektedir (Deredjian vd.,
2011).

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC), agir metal i¢eren besiyerinde
iretilen agir metal direngli bakteri suslarimin plaklarda tiremesinin ardindan agir
metal konsantrasyonunun yavas yavas arttirilmasiyla toksik metalin biiylime {izerine
etkisi belirlenmistir.

Filali ve ark. (2000) atik sularda izole edilen bakterilerin agir metal,
antibiyotik direngliligini ve minimum inhibisyon konsatrasyonu (MIC) degerlerini
aragtirmiglardir. Sonucta; triptikaz soy agar (TSA) ortaminda iiretilen P.
aeruginosa'ya CdCl, metal uygulamasi sonras1 (500-1000-3000-4000-6000—-8000—
12000-16000 pM) Cd** MIC degerinin 2000 uM oldugunu tespit etmislerdir ( Filali
vd., 2000).

Gupta ve ark. (2001) P. aeruginosa’ya 6 ve 12 uM konsantrasyon MnCl,
metalini uygulayarak siderofor ve protein miktar1 tayin etmislerdir. 12 uM MnCl;
uygulamasinda siderofor konsantrasyonun yaklagik 12. saatte 8§ uM/ml, 48. saatte 25
uM/ml oldugunu tespit etmislerdir. Protein igerigi ise 12 uM MnCl; uygulamasinda
yaklasik 12. saatte 15 uM/ml, 48. saatte 34 uM/ml kadar arttigin1 rapor etmislerdir
(Gupta vd., 2001).

Gupta ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir baska ¢aligmada, P. aeruginosa
NBRI 4014 mutantma King ortaminda pH 9’da Ni**, Cr** ve Cd** metalleri
uygulayarak biyoakiimiilayonunu arastirmiglardir. Mutanta 420 uM Ni%, 370 uM
Cr®* ve 180 pM Cd?** metal uygulamislar ve mutant metal direnci gostermistir. Cd**
3.0 mA 151k akisinda ABS 228.8 nm’de 0.009 pg/ml, Ni** 4.0 mA 151k akiginda ABS
232 nm’de 0.04 pg/ml ve Cr** 6.0 mA 151k akiginda ABS 357.9 nm’de 0.05 pg/ml
hassasiyeti kaydedilmistir. pH 9'da Ni?* (2.0874 mM / g), Cd** (2.295 mM / g) ve
Cr®* (2.997 mM / g) biriktirebildiklerini gostermislerdir (Gupta vd., 2004).

Giilcan (2006) yaptig1 tez ¢alismasinda elde ettigi deney sonuglarina gore,
metallerin 300 mmol/L’lik konsantrasyonlar1 baz alindiginda, metallerin P.
aeruginosa P16 tizerine etki dereceleri Mn<Zn<Al<Cu<Cr=Ni<Cd=Co<Pb seklinde

bulmustur. Kullanilan metallerin, 300 mmol/I’lik konsantrasyonlar1 baz alindiginda,
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P.aeruginosa P22 fizerine etki dereceleri Al<Cu<Ni=Zn=Mn=Cd<Cr<Pbh<Co
seklinde oldugunu vurgulamistir (Giilcan, 2006).

Hassen ve ark. (1998a) P. aeruginosa suslarmna karsi krom, bakir, ¢inko
kobalt ve civa metallerinin toksik etkilerini arastirmislar ve bu metallerin toksik etki
yapan konsantrasyonlarini belirlemislerdir. Bu ¢alismada suslarin krom, bakir, ¢inko
ve kobalt metallerinin 1 mmol I konsantrasyonunda inhibe olduklari, civa metalinin
ise 0.1 mmol I konsantrasyonunun toksik etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica
arastirmacilar bakir ve kromun bakteriler tarafindan en iyi tolere edilebilen metaller
oldugunu bildirmislerdir. Bakir ve ¢inko bakteri gelisiminde temel metallerdir; ancak
yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gosterirler (Hassen vd., 1998a).

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin metal iyonlarini tolere etme
kapasiteleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Hassen ve ark. (1998b) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, P. aeruginosa ve B. thuringiensis bakterilerine ¢esitli agir
metaller uygulamislar; biyosorbsiyon, pigment {iretimi ve protein igeriklerini
arastirmiglardir. Sonugta P. aeruginosa’nin Hg2+, Cu®, Cr** ve Cd2+’ye kars1 B.
thuringiensis’den daha direngli oldugu bildirilmistir. P. aeruginosa’ya 0.5 ve 1 mM
Cd** metali uygulandiginda bakteri biiyiimesi 16. saatten sonra artmis 0.5 mM
metalde ODggo yaklasik 1 iken, 1 mM metalde 0.8 ABS bulunmustur. 1 mM Cd**
uygulamasinda 70 + 15 pg ml™ protein ve piyoverdin pigmenti tespit etmislerdir
(Hassen vd., 1998b).

Hassan ve ark. (2008) yaptig1 calismada Pseudomonas spp.’nin alt1 izolatinda
cesitli agir metaller uygulamislar. P. aeruginosa ASU 6a izolatinin diisiik agir metal
konsantrasyonunda biiylime artar iken, giderek artan konsantrasyonda biiyliime
azalmaktadir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) sirasiyla Cu2+, C02+, Ni2+,
Zn*, cr®*, Cd*ve Pb** i¢in 6.3, 5.9, 6.8, 9.2, 5.8, 4.4 ve 3.1 mM bulunmustur.
Yapilan ¢alismalar agir metallerin Pseudomonas spp. izolatlarina karsi toksisitesi,
Pb**> Cd**> Cr?*> Co?*> Cu?*> Ni*"> Zn?**; bu yiizden kursun, kadmiyum ve krom
Ni** ve Zn?"'dan daha toksiktir. P. aeruginosa ASU 6a LB ortaminda 0,85-1,7-3,4-
51 mM Ni®* ve 0,25-0,5-1,0-1,5-2,0 mM Ph?* uygulamiglar ve sonucta artan
konsantrasyonda ODgg biiyiime egrisinde azalisin oldugunu tespit etmislerdir.
(Hassan vd., 2008).

Hasset ve ark. (1992) yaptig1 caligmada P. aeruginosa bakterisinin biiylime
ortamina fosfataz (mM), FeNO3; ve MnCl; (uM) ilave edip piyosiyanin, SOD ve
katalaz aktivitelerini karsilastirmiglardir. 0.1 (mM) KP;; 3 (uM) FeNO3 ve MnCl,
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ilavesinde 10.9 pg/ml piyosiyanin, 2.340 U/mg protein katalaz ve 98 U/mg protein
SOD aktivitesi tespit etmislerdir. 0.1 (mM) KP;; 300 (uM) MnCl; ve 0.6 (uM)
FeNOs ilavesinde 1.6 pg/ml piyosiyanin, 1.732 U/mg protein katalaz ve 54 U/mg
protein SOD aktivitesi tespit etmislerdir (Hasset vd., 1992).

Haroun ve ark. (2017) ¢esitli agir metallerin MIC degerlerini aragtirmiglardir.
Calismada CdCl,, NiCl, ve PbCl, metallerinin 1- 2- 5- 10- 20- 30- 50 mM
konsantrasyon uygulama sonrasi agar plakalarda MIC degerlerinde biiylime
yiizdeleri 1 mM CdCl,, NiCl, ve PbCl, uygulama sonrasi % 100 iken, 5 mM CdCly,
NiCl; ve PbCl, uygulama sonras1 sirasiyla % 15, % 35 ve PbCl, % 49 olarak rapor
edilmistir. 10 mM CdCl,, NiCl, ve PbCl; uygulama sonrasi ise sadece PbCl, % 15
tespit edilmistir (Haroun vd., 2017).

Harrison ve ark. (2005) yaptigi ¢alismada, metallerin aerobik olarak LB
ortaminda tretilen toprak bakterisi firsat¢i patojen P. aeruginosa ATCC 27853'e
karst biyofilmler ve planktonik kiiltiirlerinin toksisitesi agisindan incelemislerdir.
Biyofilmlerin metal katyonlarin 6ldiiriilmesine karsilik gelen planktonik kiiltiirlerden
yaklagik 2 ila 25 kat daha toleransli oldugu sonucuna varmuislardir. Minimum ve
zengin ortamlarda farkli maruz kalma siirelerinde (2-27saat) P. aeruginosa ATCC
27853 planktonik ve biyofilm kiiltiirlerini yok etmek icin gereken metal iyonlarinin
bakterisit konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda minimal ortamda MIC degerleri Ni%
0.60+0.21 mM , Pb** 1.2+ 0 mM iken; zengin ortamda Ni?* 17.0£0 mM , Pb% 12 +
5 mM oldugunu tespit etmislerdir (Harrison vd., 2005).

Hussein ve ark. (2003) Pseudomonas tiirlerinde Ni?*, Cd**, Cu** ve Cr** agir
metallerin toksisitesine olan direngliliginde pH’nin etkisini arastirmiglardir.
Optimum biiylimenin Ni%* ve Cr** igin pH’n 5.5 Cd** ve Cu®* igin 6 oldugunu tespit
etmislerdir (Hussein vd., 2003).

Hussein ve ark. (2004), Pseudomonas bakterilerinin Cr?*, Cu®*, Cd** ve Ni?*
metallerini biyosorbsiyon kapasitelerini aragtirmiglar. 1, 2, 5 ve 10 mmol/l
konsantrasyonda metal uygulayip biyosorbsiyon kapasiteleri karsilastirilmis ve
sonugta, maksimum adsorbsiyon kapasitesi Ni**>Cd**>Cu®*>Cr®* oldugunu
kaydetmislerdir. Metal kombinasyonlarindan Ni** ve Cu* kombinasyonunda,
metallerin birbirlerinin toksik etkilerini kapattiklar1 sonucuna varmislardir. Ayrica;
bu metallerin optimum pH’larmin Ni?* icin 5.5, cd* icin 6 oldugu tespit edilmistir
(Hussein vd., 2004).
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Pseudomonas tiirlerinde de sisteince zengin bir protein sentezlenmekte ve
hiicre igine giren toksik metaller bu tiir proteinlere baglanarak bakteriyi toksik
metallere kars1 daha direngli hale getirmektedir. Yapilan bir ¢alismada P. putida’nin
da metalloprotein iirettigi bildirilmistir (Bruins vd., 2000b).

Kang ve ark. (2007) tarafindan yapilan arastirmada; ¢esitli su ve atiksu aritma
uygulamalarinda Cr (I1I-VI)’un geri kazanimi i¢in P. aeruginosa'nin kullanilma
potansiyelini ¢alismislar ve kirlenmis sulu ortamlarin iyilestirilmesi i¢in biyolojik
ajanlarin kullanilmasinin etkinligi sonucuna varmislardir (Kang vd., 2007).

Lo’pez ve ark. (2000) P. fluorescens 4F39 ile pH'n nikel ve diger agir
metallerin  biyosorpsiyonu  iizerine etkisini calismuslar ve  Ni**>Hg"">
>Cu?*>Cd**>Co?*>Cr**>Pb*" seklinde metal birikimini gostermislerdir. Nikelin pH
9°da en etkili biyosorbsiyon yaptigini tespit etmislerdir. Pb%* ve Cu** pH 5°de, Cd**
ve Co” ise pH 7’de incelenmistir, daha yiiksek pH degerlerinde bu metallerin
¢oktiigiinii tespit etmislerdir (Lo’ pez vd., 2000).

Matyar ve ark. (2009)’ da yaptiklari bir ¢alismada agir metallere karsi
toleransh bakterilerin % 60.2’sini kadmiyuma, % 6.5’1 kroma ve kursuna, % 8.6’s1
manganeze, % 50.5’°1 bakira karsi toleransi tespit etmislerdir (Matyar, 2009).

Matyar ve Akkan (2010) yaptig1 bu calismada Iskenderun Kérfezi'ndeki iig
farkli bolgeden izole ettigi bakterilere alt1 agir metalin direng analizini yapmislardir.
Pseudomonas izolatlarmim metal direngliligi Cu** >Cd** >Mn?*" >Zn?* >Cr** >Pb**
seklinde iken; Cu®* % 75.4, Cd** % 56.5, Mn®* % 44.9, Zn** % 41.3, Cr** % 31.9,
Pb % 7.2 metallerine bu yiizdelerde direng gosterdigi rapor edilmistir (Matyar ve
Akkan, 2010).

McEldowney (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada; P. fluorescens Hy’nin
gelisme ortamma eklenen Cd**’nin % 65’ini hiicre duvarina baglayabildigi
gosterilmistir (McEldowney, 2000). Pardo ve ark.( 2003) yaptigi ¢aligmada ise
-40 °C’den -50 °C’ye kadar sogutularak inaktive hale getirilen P. putida’nin Cd(ll),
Cu(ll), Pb(I1) ve Zn(I1) metallerini baglayabildigi tespit etmislerdir. Hiicrelerin pH
ile metal baglanma 6zelliklerinin degistigi gostermislerdir (Pardo vd., 2003).

Naik ve Dubey (2013) ise P. aeruginosa 4EA susunun 0.8 mM Pb®* ve 0.4
mM Cd** kars1 direng gosterdigini tespit etmislerdir (Naik ve Dubey, 2013).

P. stutzeri'min liyofilize hiicreleri tarafindan ¢evreden gelen agir metallerin

biyosorbsiyonu iizerinde arastirma yapmuslardir. Pb(II), Cd(IT) ve Cu(ll) metalleri
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kullanmislar. Sonugta; P. stutzeri'nin biyokiitlesine karsi metal iyonlar1 igin segicilik
sirasi, belirli bir baslangi¢c metal iyonlar1 konsantrasyonu (50-100-150-200-300 mg/I)
i¢in Pb (IT) >Cd (11) >Cu (II) oldugunu bildirmislerdir (Sang, 2009).

Yapilan diger bir calismada, Akkan ve ark. (2013)’de iskenderun Korfezi
deniz suyundan 3 farkli bélgeden izole ettigi ¢ok sayida Gram negatif bakterilerin %
100 kadmiyum ve bakira karsi direng gosterdigini belirtirken, manganeze % 90.7
mangana ise % 7.1 oraninda direngli oldugunu rapor etmislerdir (Akkan, 2013).

Sonuglar, agir metal direngli bakterilerin agir metal kontaminasyonuna bagl
olarak bir¢ok filogenetik gruptan bakteride bulundugu ve bu bakterilerin dogada
yaygin oldugunu bildirmektedir. Cesitli ortamlarda izole edilen ve tanilanan tiirler
agir metal ile kirlenmis gevrelerde metal konsantrasyonunu diisiirmek ya da
gidermek i¢in yani bioremediasyon amacgli veya agir metal belirlenmesinde
biyosensor yapiminda kullanim igin bir pozitif 6zellik gostermektedir.

Bir diger ¢alismada Pseudomonas cinsine ait P. mendocina PASS3-P18 ve P.
mendocina DS0601-FX-P22 bakterilerinde Cd®*, Pb?* gibi agir metaller ve Mn?",
Cu?, Fe?*, Ba®*, AI*, Ni**, Co*, Zn** gibi metallerin Cr®* indirgemeye etkilerinin
tespiti arastirilmistir (Evgen, 2012).

Aouada ve ark. (2006) yaptigi deneyde, casamino asit ortaminda (CAA),
vitrifiye dip kiil (VBash) ve bazaltik cam ortaminda kisa siireli ve uzun siireli yapilan
deneylerde, bakterili ortam pH’s1 7.5, bakterisiz ortam 7.2 olarak ayarlanmistir.
Cozelti analizi ile ilgili olarak, CAA ortaminda bakteri olsun ya da olmasin demir
seviyesi tespit edilmemistir. VBash ve Basalt ortaminda yiliksek bulunmustur. Buna
karsilik bazalt ortaminda VBash ortamindan daha az nikel varken, CAA ortaminda
nikel konsantrasyonu degismeden kaldigini1 gézlemlemislerdir. P. aeruginosa'nin sart
yesil fluoresan pigmenti olan piyoverdin iiretiminde ve bakteriyel biiyiimede belirgin
bir artig tespit etmislerdir. Piyoverdin sentezi 73+12 mg/I" iken, bakteri hiicresi kuru
agirh@inda 74046 mg/l" biiylime boyunca sabit bir deger kaydetmislerdir. Uzun siireli
174 giin siiren deneyde, VBash ortaminda nikel konsantrasyonunun ICP-AES
cihazinda 174 giin sonra biiyiime ortaminda 18.5 pg, bakteri hiicresinde 4.2 pg,
biyofilm igerisinde 2 pg toplamda 24.7 pg nikel tespit edilmistir. Steril ortamdaki
¢Oziinmiis nikel miktar1 ise 58 pg rapor etmislerdir (Aouada vd., 2006).

Son yillarda, bitki kokiinde bulunan ozellikle pseudomonaslar tarafindan
olusturulan sideroforlar ve patojenlerin tremesini inhibe eden antimikrobiyal

metabolitler biyolojik kontrol de 6nem kazanmistir (Erdem, 2013).
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P. aeruginosa, genis capta biyosorbsiyon kapasitesine sahip oldugundan
caligmalarda biyokataliz olarak kullanilir. P. aeruginosa ¢ok diisiik enerji liretiminde
biyokatalizor olarak rol almaktadir. Caparanga ve ark. (2017) mikrobiyal bir yakit
hiicresinde agir metallerin (Fe** / Cr®") diisiik seviyeli enerji iiretimi iizerindeki
etkilerini aragtirmiglardir. Calismada P. aeruginosa bakterisi kullanmiglardir. Enerji
tiretiminde substrat olarak 150, 300, 600 ppm glikoz ve 10, 50, 100 ppm agir metal
kullanarak diisiik seviyede enerji elde etmislerdir. cr® varliginda enerji potansiyeli
565°ten 201 mV’a diiserken, Fe** / Cr®* birlikteliginde enerji potansiyeli 565’ten 703
mV’a yiikselmistir. Calisma esnasinda iiretim boyunca P. aeruginosa etrafinda
piyosiyanin pigmentinin varlig1 gézlenmistir (Caparanga vd., 2017).

Diger bir calismada, metallere veya oksidatif bir stres ajanina maruz kalan P.
aeruginosa'nmin piyoverdin iretimi aragtirtlmistir. Kadmiyum, ortamda demir
varhiginda siderofor sentezini baskilayan Fur diizenleyici proteini ayirip onunla
etkilesime girebilir. Metil viologen bir oksijen radikal iireticisidir ve bakteri buna
maruz kaldiginda piyoverdin iretimini azalttigi kesfedilmistir. Ganesan g
Pseudomonas MKRh1, MKRh3 ve MKRh4 suslarinda CdCl, metalinde Cd** MIC
degerini 7 mM olarak bulmuslardir (Dao vd., 1999; Ganesan, 2008).

Pseudomonas sp.’ler tarafindan iretilen ramnolipid aktif maddelerin, sentetik
ylizey aktif maddeye gore tamamen biyolojik olarak pargalandigi ve daha az toksik
oldugu bulunmustur. Bushnell-Haas (BH) besi ortami ve proteaz, pepton,
glikozamonyum tuzlart (PPGAS) ortammda Zn?*, Cu?** ve Fe*" varliginda
piyosiyanin miktarlar1 arastirilmistir. M15 kiiltiirtinden elde edilen hiicrelerin 1yi
miktarda piyosiyanin olusturduklari ve agir metallerin etkisine daha toleransh
olduklar1 bulunmustur. Bu kiiltiirlerin 72 saat boyunca agir metallerle islemden sonra
bile daha fazla sayida hiicrenin hayatta kaldigint rapor etmislerdir. Agir metallerden
herhangi birinin varliginda PPGAS ortamda daha fazla hiicrelerin hayatta kalma
yiizdesi % 85-100 arasinda bulunmustur. P. aeruginosa PAO1 susu M15 susundan
daha az pigment liretmistir ( Das ve Ma, 2013).

Sinha ve Mukherjee (2008) yaptigi ¢alismada P. aeruginosa bakterisine % 99
benzerlik gosteren KUCAl susunun Cd®* varhiginda siderofor iiretimini
arastirmiglardir. Bakteriyel sus Cd*"'u 8 mM kadar tolere edebilir ve hiicre i¢i Cd**
biriktirebilir. Kiiltir ortammda 1.75 mM Cd** konsantrasyonunda maksimum
siderofor {irettigini tespit etmislerdir. Cd?* metalinin biiylimeye etkisini gozlemlemek

icin; 0.25 mM artan konsantrasyonda 0.25-4 mM araliginda Cd** metali
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uygulamiglar ve sonugta ODggo’de ilk konsantrasyonda yaklasik 2.1 ABS degerini
alirken, 4 mM konsantrasyonda giderek azalip 1.3 ABS degerini rapor etmislerdir
(Sinha ve Mukherjee, 2008).

Minimal ve zengin besi ortamima 0.01- 0.1- 1-10-100 mM konsantrasyonda
Ni** metali ilave ederek P. aeruginosa bakterisinin protein miktarlarim Sar ve ark.
(1998) tayin etmislerdir. Hiicre proteinlerini; zengin ortamda 7 saat, minimal
ortamda 12 saat sonra Ol¢gmiisler ve minimal ortamda ilk konsantrasyonda yaklasik
30 ug ml ™10 protein Olgiiliirken, zengin ortamda 55 pg ml ™10 protein dlgiilmiustiir.
Artan konsantrasyonlarda protein miktar1 giderek azalmakta ve 1 mM Ni*"de
minimal ortamda O protein oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada Ni** in (400
uM) pH 3-8 araliginda protein miktarlar karsilastirilmis, 6zellikle pH 7‘de yaklasik
180 nmol Ni** mg™ pH 5°de 80 nmol Ni** mg™ protein oldugunu rapor etmislerdir
(Sar vd., 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda; farkli doz, stire ve pH degerlerinde agir metal uygulamasi
sonucu pigment iiretimi, antioksidan enzim aktivitesi ve metal direngliliginin tespiti
amactyla bakterilerdeki adaptasyon mekanizmalartyla iligkili bir¢ok biyobelirteglerin

arastirilmasi asagida belirtildigi sekilde planlanmistir;
3.1. Arastirmalarda Kullanilan Bakteri ve Saklanma Kosullari

Calismada P. aeruginosa ATCC 27853 susu Adiyaman Universitesi Biyoloji
Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Hesna YIGIT ten temin edilmistir. Tiiriin pasajlamalar1 her 20 giinde bir taze niitrient
agar besiyerine yapilip ve ertesi giin para film ile sarilarak deneysel calismalar
baslayana kadar +4 °C buzdolabinda muhafaza edilmistir. Deneyler boyunca bu

stoklar kullanilarak aragtirma yapilmaistir.

3.2. Arastirmalarda Kullanilan Besiyerleri

Asagida deneysel caligmalar esnasinda kullanilan besiyeri ve ¢ozeltiler
Cizelge 3.1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Besiyeri ve ¢ozeltiler

Besiyeri ve Cozeltiler Graml/Litre

Pseudomonas Broth P, Base (Modifiye) 20 g Pepton 1.4 g MgCl,

10 g K»SO4 10 ml Gliserol

King B 20 g Pepton 1.5 g MgSO,
1.5 g K;HPO,

Luria Broth 10 g Pepton 10 g NaCl
5 g Maya ekstrakti

Nutrient Agar 5 g Pepton 1 g Et ekstrakti
2 g Maya ekstrakti 5 g NaCl
15 g Agar

Nutrient Broth 10 g Pepton 6 g NaCl

2 g Maya ekstraktt 1 g D(+) Glikoz

Plate Count Agar 1 g Dekstroz 5g Tripton
2.5 g Maya ekstrakti 9 g Agar
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Besiyeri olarak kullanilan tim kimyasallar ve agir metaller otoklavda

120 °C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dk steril edildikten sonra kullanilmistir.

3.3. Arastirmalarda Kullanilan Metaller

Bu c¢alismada; Mangan (Il) kloriir, Nikel (II) klortir, Kadmiyum siilfat
veKursun (IT) kloriir olmak tizere 4 farkli metal kullaniimistir. P. aeruginosa uygun
besiyeri ortaminda tuz formundaki metallere maruz birakilmistir.  Kullanilan
metallerin isimleri ve molekiil agirliklari (MA), tuz formlarinin kimyasal formiilii ve

molekiil agirliklari (MA) Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Metal isimleri ve MA’s1, tuz formlarinin kimyasal formiilii ve MA’s1

Metal isimleri Metal MA’s1 | Tuz formunun | Tuz Marka
(9/mol) kimyasal formunun
formiili MA’s1
(9/mol)
Mangan (1) kloriir | 54,93 MgCl, 125,83 Sigma-Aldrich
Nikel (II) kloriir 58,69 NiCl; 129,59 Sigma-Aldrich
Kadmiyum siilfat | 112,41 CdSO4 208,47 Sigma-Aldrich
Kursun (IT) klortir | 207,21 PbCl; 278,11 Sigma-Aldrich

Pigment ve enzim ¢aligmalarimizda, agir metal stresi i¢in kullanilacak
Mangan (II) kloriir (MnCly) Nikel (IT) kloriir (NiCl,), Kadmiyum siilfat (CdSOg4)ve
Kursun (IT) kloriir (PbCl;) metallerinin tuz formlar1 10000 ppm’lik stok olarak
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin hazirlanmasi sirasinda tuz formlarinin kimyasal formiilleri
dikkate alinarak hesaplamalar yapilmig, gerekli miktarlar hassas terazide tartilarak
saf su icerisinde ¢Ozlilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiler otoklavda 120 %C de 20
dk steril edildikten sonra 4 °C’de muhafaza edilmistir. Arastirma amacima bagh
olarak Pseudomonas Broth P, King B ve Luria broth (LB) besi ortami bulunan
erlenlere 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 250 ppm ve 500 ppm olacak sekilde,
belirlenen dozu saglamak amaciyla (10 pl, 100 ul, 1000 pl, 2000 pl, 2500 pl ve 5000
ul ) steril kosullarda stoktan eklenmistir.

Metal direngliligi ¢alismalar1 igin kullanilacak Kadmiyum stilfat (CdSOy) ve
Kursun (II) kloriir (PbCl;) metallerinin tuz formlari kullanilmistir. Her iki metal igin

de 5000 ppm derisimlerinde ana stoklar hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin hazirlanmasi
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sirasinda tuz formlarmin kimyasal formiilleri dikkate alinarak hesaplamalar yapilmis,
gerekli miktarlar hassas terazide tartilarak saf su icerisinde ¢Oziilmiistiir. Calisma
stiresince farkli derisimlerde kullanilan ara stoklar (50 ppm, 100 ppm, 500 ppm,
1000 ppm, 2000 ppm) bu ana stok ¢ozeltilerden steril kosullarda stoktan eklenmistir.

3.4. Kiiltiir Kosullar

Bir gece inkiibe edilen kiiltiirler 6ze yardimiyla 10/100 ml LB besiyerine
eklenerek 37 °C’de 15-18 saat inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin gece
kiiltiirinden 100 pl alinarak 20/100 ml Pseudomonas Broth P, King B ve LB besiyeri
bulunan erlenlere eklenmistir. Kiiltiirlere dort agir metal farkli pH (5, 7, 9)
derecelerinde yukarida belirtilen dozlarda ilave edilip arastirma yapilmistir. Calisma
3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Kiiltiirlerden 12, 24, 48 ve 72. saatlerde
ornekler alimmistir. Kiiltlir tiretimi 180 rpm 37 °C’de ¢alkalamali inkiibasyonda
stirdliriilmiistiir.

Metal direnclilik ¢alismalarimizda, ticari olarak temin edilen Nutrient
broth’un steril olan siv1 besiyeri 30 ml olacak sekilde steril erlenlere dokiilmiistiir.
Ticari olarak temin edilen Plate Count Agar (PCA)’mn 22,5 g’1 1000 ml distile suda
coziilerek otoklavlandiktan sonra steril petri kaplarmma dokiilmistiir. Kiiltiirlere,
kadmiyum siilfat ve kursun (II) kloriir metalleri yukarida belirtilen dozlarda ilave
edilip arastirma yapilmistir. Calisma 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Kiiltiir

tiretimi 180 rpm 37 °C’de calkalamal1 inkiibasyonda siirdiiriilmiistir.

3.5. P. aeruginosa’nin Ureme Egrisinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada tireme potansiyeli bilinmeyen P. aeruginosa bakterisinin tireme
egrisini saptamak amaciyla LB besiyerinin 20 g’1 1000 ml distile suda ¢oziilerek
hazirlandi, otoklavlandi ve steril kosullar altinda bakterilerin ekimi yapilarak stok
kiiltiirler olusturuldu. Bu stok kiiltiirlerden taze hazirlanan besi yerlerine 20/100 ml
olacak sekilde ii¢ tekrarli olmak kosuluyla ekimler yapildi ve 0. saatten itibaren
baslayarak 2., 4., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde 6rnekler alinarak spektrofotometrede
600 nm‘de absorbanslar okundu. Bu absorbans degerlerine bagl olarak bakteri i¢in
elde edilen sonuglara gore tireme egrisi saptandi. Ayni islemler belirlenen dozlarda

metal varli§inda lireme potansiyelinin tespiti i¢in de tekrarlandi.
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3.6. Pigment Analizi Tayini

P. aeruginosa bakterisinin pigmentlerini tespit etmek amaciyla piyoverdin
i¢in King B, piyosiyanin ve piyorubin i¢in Pseudomonas Broth P sivi besi ortamlari
20/100 ml erlenlere hazirlandi. MnCl,, NiCl,, CdSO,4 ve PbCl, metalleri ana stoktan
yukarida belirtildigi sekilde ilave edilip pH dereceleri 5, 7 ve 9 ayarlanarak
otoklavlandi. Gece kiiltiiriinden her erlene 100 pl kiiltiir ilave edilip 12, 24, 48 ve 72
saatlerde asagida belirtilen sekilde pigment analizleri yapilmistir. Yapilan her deney

ti¢ tekrarli olacak sekilde olgiildi.
3.6.1. Piyosiyanin analizi

Pigment analizinde piyosiyanin miktarinin 6l¢iimii agir metal uygulanmadan
Once ve sonrasi i¢in ayr1 ayri bakilmistir. Piyosiyanin miktarinin tayini Essar (1990)
yontemine gore yapilmistir. Spektrofotometrik yontem ile asidik sollisyonda ODsyg
nm’de piyosiyanin absorbansina dayanmaktadir. Piyosiyanin iiretiminin maksimum
oldugu Pseudomonas Broth P ortaminda iiretilen 5 ml kiiltiir 6rnegi santrifiij edilmis
stipernatanin {izerine 3 ml kloroform eklenerek ve daha sonra 1 ml 0.2 N HCI ilave
edilmistir. Olusan mavi-yesil rengin izlenmesi 520 nm de Ol¢iilmiistiir. ODsp’de
17.072 ile ¢arpim sonucunda ml’deki konsantrasyonu hesaplanarak ve pg/ml olarak

degerlendirilmistir (Essar vd., 1990; Waad, 2010; Ozcan, 2011).

3.6.2. Piyoverdin analizi

Pigment analizinde piyoverdin miktarinin dl¢imii agir metal uygulanmadan
once ve sonrasi i¢in ayri ayrt bakilmistir. Piyoverdin miktarimin tayini Meyer ve
Abdallah (1978) yontemine gore yapilmistir. Spektrofotometrik yontem ile notr
soliisyonda 400 nm’de piyoverdin absorbansina dayanmaktadir. Piyoverdin
tiretiminin maksimum oldugu King B ortaminda iiretilen 5 ml kiiltiir 6rnegi (10,000
rpm ve 30 dakika ) santrifiij edildikten sonra siipernatan 400absorbans degerinde
Ol¢tilmiistiir (Meyer ve Abdallah, 1978; Ines vd., 1985).
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3.6.3. Piyorubin analizi

Pigment analizinde piyorubin miktarinin ol¢iimii agir metal uygulanmadan
once ve sonrasi icin ayri ayrit bakilmistir. Spektrofotometrik yontem ile bazik
solisyonda ODsy nm’de piyorubin absorbansina dayanmaktadir. Piyorubin
tiretiminin maksimum oldugu Pseudomonas Broth P ortaminda tiretilen 5 ml kiiltiir
Ornegi santrifiij edilmis slipernatanin tizerine 1 ml 0.4 M NaOH tamponu ilave
edilerek yapilmistir. Olusan parlak kirmizi rengin izlenmesi 520 nm de 6l¢iilmiistiir

(Samanta vd., 2008).

3.6.4. Piyomelanin analizi

Piyomelanin pigmentini sadece P. aeruginosa bakterisi sentezlemektedir. Bu
pigment c¢ok nadir goriilmektedir. Bu nedenle bu pigmentin goézlemlenmesi
zenginlestirilmis kanli agar besi ortaminda ger¢eklesmektedir. Piyomelanin pigment
analizi i¢in, kanli agar besi ortamina steril kosullarda bakteri ekimi yapildiktan sonra
petriler bir gece 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Ertesi giin kahverengimsi siyah

renkte pigmentler gézlenmistir.

3.7. Toplam Protein Miktar1 Tayini

Bakteri homojenatlarinda toplam protein miktarlart Bradford (1976)
tarafindan gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak tespit
edildi. Siipernatant ornekleri 1/4 oraninda sulandirildiktan sonra, sulandirilmig
orneklerden 5 pL mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi ve tizerine 250 pL. Bradford
cozeltisi (Sigma B6916, USA) eklendi. Reaksiyon karisimi oda sicaklifinda
karanlikta 15 dakika siireyle inkiibe edildi. Renk degisimine bagli olarak, 595 nm
dalga boyunda absorbans degeri 6lgiildii. Orneklerdeki toplam protein degerleri bir
bilgisayar paket programi (Slide) kullanilarak, elde edilen degerler ile BSA (Bovine
Serum Albumin) standart egrisi degerleri karsilastirilarak hesaplandi. Daha sonra
sulandirma faktorii goz oniinde bulundurularak siipernatantlardaki toplam protein
degerleri hesaplandi. Elde edilen toplam protein degerleri, spektrofotometrik okuma
degerlerine gore hesaplanan S16 fraksiyonlari enzim aktivitesi degerleri kullanilarak,

spesifik aktivite degerlerinin hesaplanmasinda kullanildi (Bradford, 1976).
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3.8. Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivite tayin islemlerinde yukarida anlatildigi sekilde Luria broth
besiyerinin 20 g’1 1000 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi, otoklavlandi ve steril
kosullar altinda bakterilerin ekimi yapilarak stok kiiltiirler olusturuldu. Biitiin
enzimlerin aktivitesi i¢in notr soliisyonda calisildi. Dort metal tek doz 1000 pl olacak
sekilde stoktan ilave edildi. Alt1 tekrarli olarak hazirlanan besi ortamlar1 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra dl¢timler yapildu.

Siiresi biten orneklere Sekil 3.1°de goriildiigi gibi asagidaki islemler sirasiyla

uygulanmigtir.

>
o
p
»

Sekil 3.1. Enzim aktivite tayininde islem sirasi
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3.8.1. Katalaz aktivitesinin ol¢limii

Calisma kapsaminda katalaz enziminin aktivitesi H. (1984) yontemine gore
yapildi. Oncelikle, katalaz dl¢iimiinde kullanilmak iizere PBS (pH:7.0) tamponunda
H,0O, (20 mM) ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan substrat ¢ozeltisinin 240 nm dalga
boyunda ilk absorbansi belirlendi. Daha sonra, oOrneklerin katalaz miktarini
belirlemek icin substrat ¢ozeltisinden 900 ml alinip kiivete kondu ve {izerine 20 ul
ornek eklendi ve bir kez karigtirtlip Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede
240 nm dalga boyunda 1 dakika siireyle H,O,’nin (¢= 0,0396 cm? pmol™) absorbans
degisimi okundu. Katalaz aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi (Aebi, 1984).

3.8.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin 6l¢iimii

SOD enziminin aktivite tayini McCord J.M, Fridovich | (1969) yontemine
gore yapilmis olup yontem ksantin/ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siliperoksit
radikallerinin sitokrom-c’yi indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline
dayanir. SOD enzim aktivitesi ksantin/ksantin oksidaz (XO) sistemi ile tiretilen Oy
radikallerinin sitokrom c¢ okside etmesi sonucu olusan renk degisiminin inhibisyonu
550 nm’de takip edilerek belirlendi. Absorbanstaki azalmadan yararlanarak SOD
tarafindan reaksiyonun % inhibisyonu asagidaki formiile gore hesaplandi ve U/mg
protein olarak verildi. % 50 inhibe eden 6rneklerdeki SOD miktar1 1 Unite (U) olarak
kabul edildi (McCord ve Fridovich, 1969).

% inhibisyon = ((AbSys: — AbSsmek) / AbSks) X 100
3.8.3. Toplam glutatyon (GSH) miktari

Toplam glutatyon (tGSH), 412 nm'de 5.50-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu kolorimetrik analiz,
glutatyon (GSH) ve DTNB arasindaki reaksiyona dayanmaktadir, burada TNB (5-
tio-2-nitrobenzoik asit) olusur. Bilinen miktarlarda GSH ile standart bir egri

hazirlandi. Degerler nmol / mg proteininde ifade edildi (Theodorus vd., 1981).
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3.9. Metal Direngclilik Tayini
3.9.1. Metallerin sulu ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Kursun (II) kloriir (PbCly;) ve Kadmiyum siilfat (CdSO4) metallerinin
tuzlarindan her ikisi i¢in de 5000 ppm derisimlerinde ana stoklar hazirlanmigtir. Bu
cozeltilerin hazirlanmasi sirasinda tuz formlarinin kimyasal formiilleri dikkate
alinarak hesaplamalar yapilmis, gerekli miktarlar hassas terazide tartilarak saf su
igerisinde ¢Oziilmiistiir. Calisma siiresince farkli derisimlerde kullanilan ara stoklar
(50 ppm, 100 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm) bu ana stok ¢6zeltilerden steril

kosullarda stoktan eklenmistir.
3.9.2. P. aeruginosa’nin belirlenen metal derisimlerindeki direng tespiti

Kursun metaline olan direnglerini belirlemek igin P. aeruginosa susu 50-100-
500-1000-2000 ppm kursun igeren besiyerlerinde 37 °C’de bir giin inkiibasyona
birakilmistir. Susun kadmiyum metaline olan direnglerini tespit etmek icin ise 50-
100-500-1000-2000 ppm kadmiyum igeren besiyeri ortamlarinda 37 °C’de bir giin
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun 0., 2., 4., 8., 12., 24., ve 48. saatlerinde susa
ait besiyerinden numuneler aliarak 600 nm’de mikroplate okuyucu ile (Thermo
Flash 2000) orneklerin biyokiitle yogunluklari 6lgiilmiistiir. Aynt zamanda PCA
kullanilarak iki tekrarli olacak sekilde canli hiicre sayimi yapilmis ve biyokiitle
yogunluklar1 desteklenmistir. Bu sonuglardan yola g¢ikarak minimum inhibisyon

konsantrasyon (MIC) degeri hesaplanmustir.
3.9.3. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) tayin metodu

MIC; bir mikroorganizmanin gelismesini en az diizeyde engelleyecek
konsantrasyon olarak tanimlanir. MIC tayin metodu ile P. aeruginosa susu 50-100-
500-1000-2000 ppm kursun igeren besiyerlerinde 37 °C’de bir giin inkiibasyona
birakilmistir. Susun kadmiyum metaline olan direnclerini tespit etmek icin ise 50-
100-500-1000-2000 ppm kadmiyum igeren besiyeri ortamlarinda 37 °C’de bir giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0., 2., 4., 8., 12., 24., ve 48. saatlerinde susa
ait besiyerinden numuneler alinarak 600 nm’de mikroplate okuyucu ile (Thermo
Flash 2000) o6rneklerin biyokiitle yogunluklar1 6l¢iilmiistiir. Bu 6l¢lim sonuglarinin

excel tablosu yapilarak grafigi ¢ikarilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
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mikroorganizmanin gelismesini en az diizeyde engelleyecek konsantrasyon tespit

edilmistir. Biyobirikim deneyleri i¢in bu sonuglardan yararlanilmistir.
3.9.4. Biyobirikim deneyleri

P. aeruginosa susu 50-100-500-1000-2000 ppm PbCl, igeren besiyeri
ortaminda; CdSO4 metali icin ise 50-100-500-1000-2000 ppm iceren besiyeri
ortaminda 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

10., 30. dakikalarda ve sirasi ile 1., 2., 4., 8., 12., 16., 20. ve 24. saatlerde
besiyeri ortamindan numuneler alinarak metal birikiminin yeri ve miktar1 asagida

aciklandig sekilde belirlenmistir.
3.9.5. Besiyerinde kalan metal miktari

Besiyeri ortaminda kalan metal miktariin tespiti i¢in yukarida belirtilen saat
dilimlerinde, PbCl, ve CdSO; igin ayr1 hazirlanan inkiibasyondaki kiiltiir
ortamlarindan Ornekler alinmustir. Vortekslenerek homojenizasyonu saglanan
orneklerden steril pipet yardimiyla 1 ml alinmas; steril bir tiipe aktarilarak 10000 rpm
devirde 10 dakika santrifiij edilmis, iistte kalan s1v1 biyokiitleden arindirilmak amaci
ile 0.45 mikrometre por ¢apina sahip filtreden siiziilerek filtrattaki Pb ve Cd miktari
1/100 oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS (PerkinElmer NexION 350) cihazinda
tespit edilmistir.

3.9.6. Hiicre yiizeyinde emilim-tutunma

Hiicre dist birikimi belirlemek ig¢in; santrifiij islemi sonrasinda c¢okelen
hiicrelerin tizerine 1 ml 10 mM EDTA (Merck) ¢ozeltisi eklenerek 2500 devirde 3
dakika vortekslenmis; hiicre yiizeyine tutunan metallerin desorbsiyonu saglanmistir.
Numuneler 10000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmis, istte kalan sivi 0.45 pm
por capina sahip filtreden siiziilerek filtrattaki Pb ve Cd miktar1 1/100 oraninda
diliisyon sonrasinda ICP-MS (PerkinElmer NexION 350) cihazinda 6lgiilmiistiir.

3.9.7. Hiicre icinde birikim

Hiicre i¢ine alinan metal birikiminin belirlenmesinde bir Onceki asamada
santrifiij sonrasinda dibe ¢oken hiicrelerin lizerine 1 ml 1M HNO; ilave edilerek
2500 devirde 3 dakika vortekslenmis; 10000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmis,
tistte kalan sivi 0.45 um por ¢apina sahip filtreden siiziilerek filtrattaki Pb ve Cd
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miktar1 1/100 oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS (PerkinElmer NexION 350)

cihazinda Ol¢lilmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. P. aeruginosa’mm Ureme Egrisinin Belirlenmesi

P. aeruginosa bakterisine dort metal belirli dozlarda uygulanip metallerin
iireme potansiyellerine etkisi belirlenmistir. Mn** ve Ni** metalleri i¢in 1-10-100-
200 ve 500 ppm konsantrasyonlarda uygulanip iireme potansiyelleri ODgoo’de
Slgiilmiistiir. Mn®* ve Ni®* diger metallere oranla esansiyel toksik metal oldugundan
diisiik dozlarda iireme potansiyellerini cok fazla etkilememistir. Pb?* ve Cd*
metalleri i¢in 50-100-500-1000 ve 2000 ppm konsantrasyonlarda uygulanip iireme
potansiyelleri 0., 2., 4., 8., 12., 24., ve 48. saatlerinde ODgpo’de Olgiilmiistiir. Cd
Pb’ye oranla iireme yogunlugunu olumsuz etkilemistir. Tiim metaller i¢in diigiik
dozlarda kontrol grubuna daha yakin bir iireme yogunlugu tespit edilirken, yiiksek
dozlarda bakteri liremesi olumsuz etkilenmistir. Bakterinin absorbans degerlerine

bagli olarak elde edilen tireme egrileri Sekil 4.1(a-b-c-d)’de gosterilmistir.

Pseudomonas aeruginosa-Mn 2*

3,0
2,5
—_——

f% 2,0 e KONt Ol
a — 1 DPM
O 15
; 10ppm
?‘% 1,0 e 100ppm

0,5 200ppm

500ppm
0,0 =

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman ( Saat )

Sekil 4.1. a) P. aeruginosa’nin MnCl, uygulama sonrasi lireme potansiyeli
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Pseudomonas aeruginosa-Ni 2*
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Sekil 4.1. b) P. aeruginosa’nin NiCl, uygulama sonrasi tireme potansiyeli
Pseudomonas aeruginosa-Cd *2
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Sekil 4.1. c) P. aeruginosa’nin CdSO,4 uygulama sonrasi {ireme potansiyeli
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Pseudomonas aeruginosa-Pb 2*
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Sekil 4.1. d) P. aeruginosa’nin PbCl; uygulama sonrasi lireme potansiyeli

4.2. Metal Uygulama Sonrasi Pigment Analiz Tayini

P. aeruginosa bakterisine dort metalin farkli doz ve pH degerlerinde
uygulanmas1 sonucu bakterideki piyosiyanin, piyoverdin, piyorubin ve piyomelanin
pigmentleri lizerindeki etkisini saptamak amaciyla 12, 24, 48 ve 72. saatlerdeki
miktarlar1 kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Cizelge 4.1°de dort metalin etkisi artig

azalis seklinde gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Metallerin pigmentler tizerine etkisi

Piyosiyanin | Piyoverdin | Piyorubin

oH 3) 7 (9 |5 (7 |9 |5 |7 ]9

MnCl, - + |+ |- + [+ |+ |+ |+

NiCl, - - + |- + |+ |+ |+ |-

CdSO, + + |+ |- + [+ |+ |+ |+

PbCl, - + |+ |- + |+ |- |- |+
+ 1 Artis - : Azalis
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4.2.1. Piyosiyanin analizi

37 °C‘de Pseudomonas Broth P besiyeri bulunan ortamda, P. aeruginosa
bakterisinin 12, 24, 48, 72. saatlerdeki piyosiyanin miktarlar1 kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. Sekil 4.2.1 ‘de kloroform igerisinde mavi piyosiyanin pigmenti

gorilmektedir

Sekil 4.2. Piyosiyanin pigmenti
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4.2.1.1. P. aeruginosa’mmn MnCl,; i¢eren ortamda piyosiyanin iiretimi

4.2.1.1.1. pH 5°de MnCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm MnCI, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
tiretimin ise 24. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 10.36 pg/ml ile en
yiiksek degerini alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 2.51 pg/ml en
yiiksek piyosiyanin liretimine ulagilmistir. Sonug olarak metal uygulamasi pigment

tiretiminin yaklasik 4 kat azalmasina sebep olmustur (Sekil 4.3).

pH 5 Piyosiyanin Mn?*

12,0
Q
g 10,0
=0 = Kontrol
2 80

— 1 ppM
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E 10ppm
‘7 4,0 e 100ppm
o E——
2o 2,0 E— 200ppm
-5

0,0 500ppm

12 24 36 48 60 72
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Sekil 4.3. P. aeruginosa’nin pH 5’ de 1-10-100-200-500 ppm MnCI; igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiretilmistir.
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4.2.1.1.2. pH 7°de MnCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm MnCI; igeren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment {iretiminin genelde 72. saatlerde en disilik
tiretimin ise 12. saatlerde oldugu gézlenmistir. Kontrol grubu 10.36 pg/ml ile en
yiiksek degerini alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 5 kat sulandirim
yapilarak 31.84 pg/ml en yiiksek piyosiyanin iiretimine ulagilmistir. Sonug olarak

metal uygulamasi pigment tiretiminin artigina sebep olmustur (Sekil 4.4).

pH 7 Piyosiyanin Mn?*

~ 350
£ 300
%’i 25,0 e Kontrol
N’
£ 200 —_ 1ppm
=
§} 15,0 10ppm
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>
= 50 e 200pPM
0,0
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Sekil 4.4. P. aeruginosa’nin pH 7’ de 1-10-100-200-500 ppm MnCI; igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.1.1.3. pH 9°da MnCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm MnCI, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 48. saatlerde en diisiik
tiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 10.36 pg/ml ile en
yiiksek degerini alirken; 1 ppm metal uygulamasinda 48. saatte 6 kat sulandirim
yapilarak 32.9 pg/ml en yiiksek piyosiyanin iiretimine ulagilmistir. Sonug olarak

metal uygulamasi pigment iiretiminin artigina sebep olmustur (Sekil 4.5).

pH 9 Piyosiyanin Mn?*

35,0
= 30,0
S (onto
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Sekil 4.5. P. aeruginosa’nin pH 9° da 1-10-100-200-500 ppm MnCI; igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak
sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiretilmistir.

Genel olarak MnCl, metali igin pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin notr (7) ve bazik (9) oldugu ve piyosiyanin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj

sagladigi sonucuna varilmastir.
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4.2.1.2. P. aeruginosa’min NiCl, iceren ortamda piyosiyanin iiretimi
4.2.1.2.1. pH 5’de NiCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm NiCl, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 4 kat sulandirim
yapilarak 12.79 pg/ml ile en yiiksek degerini alirken; 1 ppm metal uygulamasinda
72. saatte 2.11 pg/ml en yliksek piyosiyanin iiretimine ulagilmigtir. Sonug¢ olarak

metal uygulamasi pigment iiretiminin azalmasina neden olmustur (Sekil 4.6).

pH 5 Piyosiyanin Ni?*

14,0
-
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Sekil 4.6. P. aeruginosa’nin pH 5’ de 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.1.2.2. pH 7’de NiCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm NiCl, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment {iretiminin genelde 72. saatlerde en disilik
iretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 4 kat sulandirim
yapilarak 12.79 pg/ml ile en yiiksek degerini alirken; 200 ppm metal uygulamasinda
48. saatte 16.25 pg/ml en yiiksek piyosiyanin liretimine ulasilmistir. Sonug olarak

metal uygulamasi pigment iiretiminin azalmasina neden olmustur (Sekil 4.7).

pH 7 Piyosiyanin Ni?*

20,0
=
£
%_D 15,0 e KONtrol
= 1ppm
= —
= 10,0
< 10ppm
20
Z 50 100ppm
)
- 00 P e 2 00ppM

12 24 36 48 60 72 >00ppm

Zaman ( Saat)

Sekil 4.7. P. aeruginosa’nin pH 7° de 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.1.2.3. pH 9’da NiCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm NiCl, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment {iretiminin genelde 48. saatlerde en disilik
iretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 4 kat sulandirim
yapilarak 12.79 pg/ml ile en yliksek degerini alirken; 1 ppm metal uygulamasinda
48. saatte 6 kat sulandirim yapilarak 30.59 pg/ml en yiiksek piyosiyanin iiretimine
ulasilmistir. Sonug¢ olarak metal uygulamasi pigment iiretiminin artigina neden

olmustur (Sekil 4.8).

pH 9 Piyosiyanin Ni?*
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Sekil 4.8. P. aeruginosa’min pH 9’ da 1-10-100-200-500 ppm NiCl, iceren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.

Genel olarak NiCl, metali icin pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin bazik (9) oldugu ve piyosiyanin liretimi i¢cin pH 5 ve 7 ‘nin dezavantajl

oldugu sonucuna varilmastir.
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4.2.1.3. P. aeruginosa’mmn CdSO; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

4.2.1.3.1. pH 5’de CdSO, iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm CdSQ, iceren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
tiretimin ise yine 72. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 48. saatte 8.07
ng/ml ile en yiiksek degerini alirken; 1 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 4 kat
sulandirim yapilarak 19.59 pg/ml en yiliksek piyosiyanin iiretimine ulasilmistir.
Sonug olarak metal uygulamasi pigment {liretiminin artisina neden olmustur (Sekil

4.9).

pH 5 Piyosiyanin Cd?*
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Sekil 4.9. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm CdSO, igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiretilmistir.
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4.2.1.3.2. pH 7’de CdSOy iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm CdSOQO, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment liretiminin genelde 48. saatlerde en diisiik
liretimin ise 72. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 48. saatte 8.07 ug/ml
ile en yiiksek degerini alirken; 1 ppm metal uygulamasinda 48. saatte 2 kat
sulandirim yapilarak 18.81 pg/ml en yiiksek piyosiyanin iiretimine ulasilmistir.

Sonu¢ olarak metal uygulamas: pigment iiretiminin artisgina neden olmustur

(Sekil 4.10).

pH 7 Piyosiyanin Cd?*
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Sekil 4.10. P. aeruginosa’nin pH 7’ de 1-10-100-200-500 ppm CdSQ, igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.1.3.3. P. aeruginosa’min pH 9°da CdSO, iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm CdSOQO, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment {iretiminin genelde 24. saatlerde en distlik
iiretimin ise 48. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 48. saatte 8.07 ug/ml
ile en yliksek degerini alirken; 10 ppm metal uygulamasinda 24. saatte 15.46 pg/ml
en yiiksek piyosiyanin iiretimine ulasilmistir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi

pigment iiretiminin artisina neden olmustur (Sekil 4.11).

pH 9 Piyosiyanin Cd?*
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Sekil 4.11. P. aeruginosa’nin pH 9’ da 1-10-100-200-500 ppm CdSQ, igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmigtir.

Genel olarak CdSO,4 metali i¢in pH degerleri kiyaslandiginda; her ii¢ pH (5, 7
ve 9) degerinde de piyosiyanin iiretimi i¢in avantajli durumda oldugu sonucuna

varilmistir.
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4.2.1.4. P. aeruginosa’min PbCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi
4.2.1.4.1. pH 5’de PbCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm PbCI;, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
liretimin ise 12. saatlerde oldugu gézlenmistir. Kontrol grubu 72. Saatte 10.24 ng/ml
ile en yiiksek degerini alirken; 10 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 6.77 pg/ml
en yiiksek piyosiyanin iiretimine ulasilmistir. Sonug¢ olarak metal uygulamasi

pigment liretiminin azalisina sebep olmustur (Sekil 4.12).

pH 5 Piyosiyanin Pb?*
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Sekil 4.12. P. aeruginosa’nin pH 5’ de 1-10-100-200-500 ppm PbCI; igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmigtir.
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4.2.1.4.2. pH 7’de PbCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm PDbCl, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment {iretiminin genelde 48. saatlerde en disilik
liretimin ise 12. saatlerde oldugu gézlenmistir. Kontrol grubu 72. Saatte 10.24 pg/ml
ile en yliksek degerini alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 48. saatte 4 kat
sulandirim yapilarak 26.88 pg/ml en yiliksek piyosiyanin iiretimine ulasilmistir.
Sonug¢ olarak metal uygulamasi pigment iiretiminin artisina sebep olmustur

(Sekil 4.13).

pH 7 Piyosiyanin Pb?*
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Sekil 4.13. P. aeruginosa’nin pH 7°de 1-10-100-200-500 ppm PbCI, igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.1.4.3. pH 9°da PbCl; iceren ortamda piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm PbCI;, igeren ortamda piyosiyanin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment liretiminin genelde 48. saatlerde en diisiik
tiretimin ise 12. saatlerde oldugu gézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 10.24 ng/ml
ile en yliksek degerini alirken; 1 ppm metal uygulamasinda 48. saatte 14.52 pg/ml
en yiiksek piyosiyanin iiretimine ulasilmistir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi

pigment tiretiminin artisina sebep olmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. P. aeruginosa’nin pH 9’da 1-10-100-200-500 ppm PbCI, igeren besiyerinde
piyosiyanin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.

Genel olarak PbCIl; metali igin pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin nétr (7) ve bazik (9) oldugu ve piyosiyanin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj
sagladig1 sonucuna varilmistir. Sonugta, agir metallerin fizyolojik etkilerinden dolay1

bu azaligin ve artigin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.2. Piyoverdin analizi

37 °C‘de King B besiyeri bulunan ortamda, P. aeruginosa bakterisinin 12, 24,
48, 72. saatlerdeki piyoverdin miktarlar1 kontrol grubu ile Kkarsilagtirilmistir.

Degerlendirme, Absorbans (ABS) 400 nm’de yapilmustir.

4.2.2.1. P. aeruginosa’mm MnCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi
4.2.2.1.1. pH 5°de MnCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 5’de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm MnCI; igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment {iretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.526 ABS ile en yiiksek degerini
alirken; 10 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.177 ABS ile en yiiksek piyoverdin
tretimine ulagilmistir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi pigment {iretiminin

azalmasina sebep olmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm MnCI; igeren besiyerinde
piyoverdin diizeyi. Hiicreler, 20 ml King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de

ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.2.1.2. pH 7’de MnCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 7’de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm MnCI; igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.526 ABS ile en yliksek degerini
alirken; 10 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 2 kat sulandirim yapilarak 1.434
ABS ile en yiiksek piyoverdin iiretimine ulagilmistir. Sonug olarak metal uygulamasi

sonrasi pigment tiretiminde bir artisin oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. P. aeruginosa’nin pH 7°de 1-10-100-200-500 ppm MnCI; igeren besiyerinde

piyoverdin diizeyi. Hiicreler, 20 ml King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de
ve 180 rpm’ de lretilmistir.
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4.2.2.1.3. pH 9°da MnCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 9’da 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm MnCI; igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.526 ABS ile en yiiksek degerini
alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 2 kat sulandirim yapilarak 1.526
ABS ile en yiiksek piyoverdin iiretimine ulagilmistir. Sonug olarak metal uygulamasi

sonrasi pigment tiretiminde bir artisin oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. P. aeruginosa’nin pH 9’da 1-10-100-200-500 ppm MnCI; igeren besiyerinde

piyoverdin diizeyi. Hiicreler, 20 ml King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de
ve 180 rpm’ de lretilmistir.

Genel olarak MnCl, metali igin pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin noétr (7) ve bazik (9) oldugu ve piyoverdin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj
sagladigi sonucuna varilmistir. Sonugta, agir metallerin fizyolojik etkilerinden dolay1

artisin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.2.2. P. aeruginosa’min NiCl;, iceren ortamda piyoverdin iiretimi

4.2.2.2.1. pH 5’de NiCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 5°’de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm NiCl; igeren ortamda piyoverdin iretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.477 ABS ile en yiliksek degerini
alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.201 ABS ile en yiiksek
piyoverdin liretimine ulasilmigtir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi sonrasi pigment

tiretiminde bir azaligin oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde

piyoverdin diizeyi. Hiicreler, 20 ml King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de
ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.2.2.2. pH 7’de NiCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 7’de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm NiCl; igeren ortamda piyoverdin iretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0,477 ABS ile en yliksek degerini
alirken; 1 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 2 kat sulandirim yapilarak 1,260 ABS
ile en yliksek piyoverdin iiretimine ulasilmistir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi

sonrasi pigment iiretiminde bir artisin oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. P. aeruginosa’nin pH 7°de 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde

piyoverdin diizeyi. Hiicreler, 20 ml King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de
ve 180 rpm’ de lretilmistir.
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4.2.2.2.3. pH 9’da NiCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 9’da 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm NiCl; igeren ortamda piyoverdin iretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0,477 ABS ile en yiiksek degerini
alirken; 10 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0,629 ABS ile en yiiksek piyoverdin
tiretimine ulasilmistir. Sonug olarak metal uygulamasi sonrasi pigment tiretiminde bir

artigin oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. P. aeruginosa’nin pH 9°da 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde
piyoverdin diizeyi. Hiicreler, 20 ml King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de
ve 180 rpm’ de liretilmistir.

Genel olarak NiCl, metali i¢in pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin notr (7) ve bazik (9) oldugu ve piyoverdin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj
sagladig1 sonucuna varilmistir. Sonugta, agir metallerin fizyolojik etkilerinden dolay1

artisin oldugu tahmin edilmektedir.

80



4.2.2.3. P. aeruginosa’min CdSO, iceren ortamda piyoverdin iiretimi

4.2.2.3.1. pH 5’de CdSO, iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 5’de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm CdSO, igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0,506 ABS ile en yiiksek degerini
alirken; 200 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0,202 ABS ile en ylksek
piyoverdin liretimine ulasilmigtir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi sonrasi pigment

tiretiminde bir azalisin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm CdSO;, igeren besiyerinde

piyoverdin diizeyi. Hiicreler, 20 ml King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de
ve 180 rpm’ de lretilmistir.
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4.2.2.3.2. pH 7’de CdSO, iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 7°de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm CdSOy, igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 48. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.506 ABS ile en yiiksek degerini
alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.563 ABS ile en yiiksek
piyoverdin liretimine ulasilmigtir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi sonrasi pigment

tiretiminde bir artigin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. P. aeruginosa’nin pH 7’de 1-10-100-200-500 ppm CdSO, iceren besiyerinde
piyoverdin diizeyi. 200-500 ppm konsantrasyonda pigment gézlenmemistir. Hiicreler, 20 ml
King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiretilmistir.
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4.2.2.3.3. pH 9’da CdSO;, iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 9’da 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm CdSOy, igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment tiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 12. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.506 ABS ile en yiiksek degerini
alirken; 200 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.743 ABS ile en yiiksek
piyoverdin liretimine ulasilmigtir. Sonu¢ olarak metal uygulamasi sonrasi pigment

tiretiminde bir artisin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. P. aeruginosa’nin pH 9’da 1-10-100-200-500 ppm CdSO;, igeren besiyerinde
piyoverdin diizeyi. 500 ppm konsantrasyonda pigment gzlenmemistir. Hiicreler, 20 ml King
B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiretilmistir.

Genel olarak CdSO,4 metali icin pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin notr (7) ve bazik (9) oldugu ve piyoverdin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj
sagladig1 sonucuna varilmistir. Sonugta, agir metallerin fizyolojik etkilerinden dolay1

artisin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.2.4. P. aeruginosa’min PbCI; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

4.2.2.4.1. pH 5°de PbCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 5’de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm PDbCI, igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik tiretimin ise 24. saatlerde
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.424 ABS ile en yiiksek degerini
alirken;1 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.165 ABS ile en yliksek piyoverdin
tiretimine ulasilmistir. Sonug olarak metal uygulamasi sonrasi pigment iiretiminde bir

azalisin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm PbCI, igeren besiyerinde
piyoverdin diizeyi. 200-500 ppm konsantrasyonda pigment gézlenmemistir. Hiicreler, 20 ml
King B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.2.4.2. pH 7’de PbCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 7°de 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm PDbCI; igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik liretimin ise 12. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.424 ABS ile en yliksek degerini
alirken; 10 ppm metal uygulamasinda 2 kat sulandirim yapilarak 72. saatte 1.718
ABS ile en yiiksek piyoverdin iiretimine ulagilmistir. Sonug olarak metal uygulamasi

sonrasi pigment tiretiminde bir artisin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. P. aeruginosa’nin pH 7°de 1-10-100-200-500 ppm PbCl, iceren besiyerinde
piyoverdin diizeyi. 500 ppm konsantrasyonda pigment gézlenmemistir. Hiicreler, 20 ml King
B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.2.4.3. pH 9’da PbCl; iceren ortamda piyoverdin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, King B besiyerindeki pH 9’da 1, 10, 100, 200 ve
500 ppm PDbCI, igeren ortamda piyoverdin iiretimi agisindan inceledigimizde; en
yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik liretimin ise 12. saatlerde
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.424 ABS ile en yliksek degerini
alirken; 1 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.961 ABS ile en yiiksek piyoverdin
tiretimine ulasilmistir. Sonug olarak metal uygulamasi sonrasi pigment iiretiminde bir

artigin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.26).

pH 9 Piyoverdin Pb?*

A18,0
§ 16,0
2 120

) = Kontrol
< 10,0 -
£ 80 PP
g 6,0 10ppm
8 4,0 e 100ppm
2 20 ©
o ! 200ppm

0,0

12 24 36 48 60 72

Zaman ( Saat )

Sekil 4.26. P. aeruginosa’nin pH 9°da 1-10-100-200-500 ppm PbCl, igeren besiyerinde
piyoverdin diizeyi. 500 ppm konsantrasyonda pigment gézlenmemistir. Hiicreler, 20 ml King
B besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de {iretilmistir.

Genel olarak PbCl; metali igin pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin notr (7) ve bazik (9) oldugu ve piyoverdin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj
sagladig1 sonucuna varilmistir. Sonucta, agir metallerin fizyolojik etkilerinden dolay1

artisin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.3. Piyorubin analizi

37 °C‘de Pseudomonas Broth P besiyeri bulunan ortamda, P. aeruginosa
bakterisinin 12, 24, 48, 72. saatlerdeki piyorubin miktarlari kontrol grubu ile

karsilastirilmistir. Degerlendirme, Absorbans (ABS) 520 nm’de yapilmustir.

4.2.3.1. P. aeruginosa’mm MnCl; i¢eren ortamda piyorubin iiretimi

4.2.3.1.1. pH 5’de MnCl; igeren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm MnCI, igeren ortamda piyorubin {iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiikksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
liretimin ise yine 72. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.471
ABS ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 4 kat
sulandirim yapilarak 1.174 ABS ile en yiiksek piyorubin iiretimine ulasilmistir.

Sonugta, metal uygulamasi pigment iiretiminin artigsina sebep olmustur (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm MnClI, iceren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.1.2. pH 7°de MnCl; igeren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm MnCI, igeren ortamda piyorubin {iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en disiik
iiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.471 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 4 kat
sulandirim yapilarak 1.324 ABS ile en yiiksek piyorubin iiretimine ulasilmistir.
Sonugta, metal uygulamasi sonrasit pigment iiretiminde artis oldugu goézlenmistir

(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. P. aeruginosa’nin pH 7°de 1-10-100-200-500 ppm MnClI, iceren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.1.3. pH 9°’da MnCl; iceren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm MnCI, igeren ortamda piyorubin {iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.471 ABS
ile en yiikksek degerini alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 2 kat
sulandirim yapilarak 1.155 ABS ile en yiiksek piyorubin iiretimine ulasilmistir.

Sonugta, metal uygulamasi pigment iiretiminin artigina sebep olmustur (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. P. aeruginosa’nin pH 9’da 1-10-100-200-500 ppm MnCI, iceren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiiretilmistir.

Genel olarak MnCl; metali icin pH degerleri kiyaslandiginda; her ii¢ pH
ortaminin piyorubin {iretimi i¢in avantaj sagladig1 sonucuna varilmistir. Sonugta, agir

metallerin fizyolojik etkilerinden dolayi artisin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.3.2. P. aeruginosa’min NiCl; iceren ortamda piyorubin iiretimi

4.2.3.2.1. pH 5°de NiCl; iceren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm NiCl, igeren ortamda piyorubin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 24. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 48. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.450 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 24. saatte 0.692 ABS
ile en yiiksek piyorubin {iiretimine ulagilmistir. Sonugta, metal uygulamasinin

pigment tiretimini arttirdigi gozlenmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.2.2. pH 7’de NiCl; iceren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm NiCl, igeren ortamda piyorubin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.450 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 10 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.512 ABS ile
en yliksek piyorubin liretimine ulagilmistir. Sonucta, metal uygulamasinin pigment

tiretimini arttirdigl gézlenmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. P. aeruginosa’nin pH 7’de 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak
sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.2.3. pH 9’da NiCl; i¢eren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm NiCl, igeren ortamda piyorubin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.450 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 1 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.413 ABS en
yiikksek piyorubin iiretimine ulagilmistir. Sonugta, metal uygulamasinin pigment

tiretimini azalttig1 gézlenmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. P. aeruginosa’nin pH 9’da 1-10-100-200-500 ppm NiCl, igeren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.

Genel olarak NiCl, metali i¢in pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin asidik (5) ve bazik (7) oldugu ve piyorubin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj
sagladig1 sonucuna varilmistir. Sonugta, agir metallerin fizyolojik etkilerinden dolay1

artisin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.3.3. P. aeruginosa’mmn CdSO, iceren ortamda piyorubin iiretimi

4.2.3.3.1. pH 5’de CdSO, igeren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm CdSO, igeren ortamda piyorubin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iiretimin ise yine 72. saatlerde oldugu gézlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.471
ABS ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 4 kat
sulandirim yapilarak 1.269 ABS ile en yiiksek piyorubin iiretimine ulasilmistir.

Sonugta, metal uygulamasinin pigment iiretimini arttirdigi gézlenmistir (Sekil 4.33).

pH 5 Piyorubin Cd?*
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Sekil 4.33. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm CdSO;, igceren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak
sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.3.2. pH 7°de CdSO, igeren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm CdSO, igeren ortamda piyorubin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.471 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 4 kat
sulandirim yapilarak 1.332 ABS ile en yiiksek piyorubin iiretimine ulasilmistir.

Sonugta, metal uygulamasinin pigment iiretimini arttirdig1 gozlenmistir (Sekil 4.34).

pH 7 Piyorubin Cd?*
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Sekil 4.34. P. aeruginosa’nin pH 7’de 1-10-100-200-500 ppm CdSQO, igeren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.3.3. pH 9’da CdSO, iceren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm CdSO, igeren ortamda piyorubin iiretimi agisindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.471 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 4 kat
sulandirim yapilarak 1.236 ABS ile en yiiksek piyorubin {iiretimine ulasilmistir.

Sonugta, metal uygulamasinin pigment iiretimini arttirdigi gézlenmistir (Sekil 4.35).

pH 9 Piyorubin Cd?*
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Sekil 4.35. P. aeruginosa’nin pH 9’da 1-10-100-200-500 ppm CdSO;, igceren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiretilmistir.

Genel olarak CdSO4 metali i¢in pH degerleri kiyaslandiginda; her ii¢ pH
ortaminin piyorubin {iretimi i¢in avantaj sagladigi sonucuna varilmistir. Sonugta, agir

metallerin fizyolojik etkilerinden dolayi artisin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.3.4. P. aeruginosa’min PbCI; iceren ortamda piyorubin iiretimi

4.2.3.4.1. pH 5°de PbCl; igceren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 5’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm PDbCI, igeren ortamda piyorubin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 48. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 72. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.555 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 48. saatte 0.199 ABS
ile en yiiksek piyorubin {iiretimine ulagilmistir. Sonugta, metal uygulamasinin

pigment liretimini azalttig1 gozlenmistir (Sekil 4.36).

pH 5 Piyorubin Pb2*
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Sekil 4.36. P. aeruginosa’nin pH 5’de 1-10-100-200-500 ppm PbCI, igeren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.4.2. pH 7°de PbCI; igceren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 7’de 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm PDbCI, igeren ortamda piyorubin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 48. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 72. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.555 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 500 ppm metal uygulamasinda 48. saatte 0.232 ABS
ile en yiiksek piyorubin {iiretimine ulagilmistir. Sonugta, metal uygulamasinin

pigment liretimini azalttig1 gozlenmistir (Sekil 4.37).

pH 7 Piyorubin Pb?*
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Sekil 4.37. P. aeruginosa’nin pH 7°de 1-10-100-200-500 ppm PbCl, iceren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.
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4.2.3.4.3. pH 9’da PbCl; iceren ortamda piyorubin iiretimi

P. aeruginosa bakterisinin, Pseudomonas Broth P besiyerindeki pH 9’da 1,
10, 100, 200 ve 500 ppm PDbCI, igeren ortamda piyorubin iiretimi ag¢isindan
inceledigimizde; en yiiksek pigment iiretiminin genelde 72. saatlerde en diisiik
iiretimin ise 12. saatlerde oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu 72. saatte 0.555 ABS
ile en yiiksek degerini alirken; 100 ppm metal uygulamasinda 72. saatte 0.665 ABS
ile en yiiksek piyorubin {iiretimine ulagilmistir. Sonugta, metal uygulamasinin

pigment tiretimini arttirdig1 gozlenmistir (Sekil 4.38).

pH 9 Piyorubin Pbh?*
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Sekil 4.38. P. aeruginosa’nin pH 9°da 1-10-100-200-500 ppm PbCl, iceren besiyerinde
piyorubin diizeyi. Hiicreler, 20 ml Pseudomonas Broth P besiyeri / 100 ml erlen olacak

sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir.

Genel olarak PbCIl; metali igin pH degerleri kiyaslandiginda; en uygun
ortamin asidik (5) ve bazik (7) oldugu ve piyorubin iiretimi i¢in bu pH’larin avantaj
sagladig1 sonucuna varilmistir. Sonucta, agir metallerin fizyolojik etkilerinden dolay1

artisin oldugu tahmin edilmektedir.
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4.2.4. Piyomelanin analizi

Calismamizda piyomelanin pigmenti analizi i¢in P. aeruginosa kanli agar
besi ortaminda iiretilmistir ve bir gece 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Ertesi giin

kahverengimsi siyah renkte pigmentler gézlenmistir.

4.2.4.1. Piyomelanin kontrol grubu

P. aeruginosa bakterisi steril kosullarda kanli agar besiyerine ekildikten sonra

ki kontrol grubunun goriintiisii Sekil 4.39°da gézlenmistir.

Sekil 4.39. P. aeruginosa’nin piyomelanin pigmenti kontrol grubu gériintiisii
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4.2.4.2. MnCl, iceren kanh agarda piyomelanin iiretimi

P. aeruginosa’min gece kiiltiri ve 100, 250 ve 500 ppm MnCl, steril
kosullarda kanli agar besiyerine ekildikten sonra ki piyomelanin pigmenti goriintiileri
Sekil 4.40°da verilmistir.

a) b)

Sekil 4.40. a) 100 ppm b) 250 ppm c¢) 500 ppm MnCl, iceren P. aeruginosa’nin

piyomelanin pigmenti goriintiileri.
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4.2.4.3. NiClyiceren kanh agarda piyomelanin iiretimi

P. aeruginosa’nin gece kiiltiri ve 100, 250 ve 500 ppm NiCl, steril
kosullarda kanli agar besiyerine ekildikten sonraki piyomelanin pigmenti goriintiileri
Sekil 4.41°de verilmistir.

a) b)

Sekil 4.41. a) 100 ppm b) 250 ppm c¢) 500 ppm NiCl, igeren P. aeruginosa’nin

piyomelanin pigmenti goriintiileri.
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4.2.4.4. CdSO4iceren kanh agarda piyomelanin iiretimi

P. aeruginosa’nin gece kiiltiri ve 100, 250 ve 500 ppm CdSO, steril
kosullarda kanli agar besiyerine ekildikten sonraki piyomelanin pigmenti goriintiileri
Sekil 4.42°de verilmistir.

Sekil 4.42. a) 100 ppm b) 250 ppm c) 500 ppm CdSO, igeren P. aeruginosa’nin

piyomelanin pigmenti goriintiileri.
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4.2.4.5. PbCl;iceren kanh agarda piyomelanin iiretimi

P. aeruginosa’nin gece kiiltiri ve 100, 250 ve 500 ppm PbCl, steril
kosullarda kanli agar besiyerine ekildikten sonraki piyomelanin pigmenti goriintiileri
Sekil 4.43°de verilmistir.

a) b)

Sekil 4.43. a)100 ppm b) 250 ppm c) 500 ppm PbCl, igeren P. aeruginosa’nin

piyomelanin pigmenti goriintiileri
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4.3. Metal Uygulama Sonras1 Enzim Aktivite Tayini

P. aeruginosa bakterisinin onemli antioksidan sistem elemenlari olan SOD,
KAT enzimleri ve TGSH miktar1 {izerine olan etkilerini saptamak amaciyla dort
metal icin tek doz 1000 ul (1 ml) olacak sekilde hazirlanan besi ortamlar1 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra ol¢limler yapildi. Deney alti (6) tekrarli olarak
calisildi. Elde edilen

sonuglar metal uygulanmayan kontrol gruplariyla

kiyaslanmistir.

Cizelge 4.2. P. aeruginosa’nin MnCl,, PbCl, NiCl, ve CdSO, metal uygulama sonrasi
SOD, KAT enzim aktivitesi ve TGSH miktar1.

Uygulanan metaller

SOD Aktivitesi

(U/mg protein)

KAT Aktivitesi

(U/mg protein)

TGSH Miktan

(U/mg protein)

Kontrol 4.88+1.04
MnCl, 42.78 £10.25 423.48 £48.18 2.43+0.64
PbCl, 32.67 +£12.60 408.49 + 38.64 5.08+1.95
NiCl; 36.67+5.78 243.15+16.31 14.75 + 5.87
CdSO, Aktivite yok Aktivite yok Aktivite yok

4.3.1. Metal uygulama sonrasi1 SOD aktivitesi

P. aeruginosa bakterisinde agir metal stresine maruz birakilan ve birakilmayan
kontrol gruplarinda SOD aktivitesi saptanmig ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Buna
gore P. aeruginosa bakterisi 24 saat metal uygulama sonrasinda dort metalde de
kontrol grubuna gore enzim aktivitesinde bir azalisin oldugu tespit edilmistir. Dort
metal i¢inde mangan (42.78 U/mg protein) kontrole (52.75 U/mg protein) yakin bir
aktivite gosterirken, kursunda (32.67 U/mg protein) ise daha diisiik bir enzim
aktivitesi gozlenmistir. Kadmiyum metal uygulamasi sonrasi bakteri de herhangi bir
aktivite kaydedilmemistir. Dort metalin SOD enzim aktivitesi Sekil 4.44°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.44. P. aeruginosa’nin MnCl,, PbCl, NiCl, ve CdSO, metal uygulama sonras1t SOD
enzim aktivitesi. CdSO, metal uygulama sonrasinda aktivite gozlenmemistir. Hiicreler, 20

ml LB besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de tiretilmistir.

4.3.2. Metal uygulama sonras1 KAT aktivitesi

P. aeruginosa bakterisinde agir metal stresine maruz birakilan ve birakilmayan
kontrol gruplarinda KAT aktivitesi saptanmis ve Cizelge 4.2’de verilmistir. Buna
gore P. aeruginosa bakterisi 24 saat metal uygulama sonrasinda mangan ve kursun
metalinde kontrol grubuna gore enzim aktivitesinde bir artigin, nikel metalinde ise bir
azaligin oldugu tespit edilmistir. Dort metal iginde mangan (423.48 U/mg protein) en
yiiksek enzim aktivitesi gosterirken, nikel metalinde (243.15 U/mg protein) ise en
diisiik enzim aktivitesi gdzlenmistir. Kadmiyum metal uygulamasi sonras1 bakteri de
herhangi bir aktivite kaydedilmemistir. Dort metalin KAT enzim aktivitesi Sekil

4.45°de gosterilmistir.
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Sekil 4.45. P. aeruginosa’nin MnCl,, PbCl, NiCl, ve CdSO, metal uygulama sonrast KAT
enzim aktivitesi. CdSO, metal uygulama sonrasinda aktivite gozlenmemistir. Hiicreler, 20

ml LB besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de iiretilmistir

4.3.3. Metal uygulama sonrasi toplam glutatyon miktari

P. aeruginosa bakterisinde agir metal stresine maruz birakilan ve birakilmayan
kontrol gruplarinda TGSH miktar1 saptanmis ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Buna
gore P. aeruginosa bakterisi 24 saat metal uygulama sonrasinda glutatyon
miktarinda, nikel ve kursun metalinde kontrol grubuna gore artisin, mangan
metalinde ise bir azalisin oldugu tespit edilmistir. Dort metal icinde en yiiksek
glutatyon miktarin1 nikel metali 14.75 U/mg protein ile gosterirken, mangan metali
ise 2.43 U/mg protein ile en diisiik degeri gostermistir. Kadmiyum metal uygulamasi
sonrasi bakteri de herhangi bir deger kaydedilmemistir. Dort metalin TGSH miktart
Sekil 4.46°da gosterilmistir.
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Sekil 4.46. P. aeruginosa’nin MnCl,, PbCl, NiCl, ve CdSO; metal uygulama sonrasi
TGSH miktari. CdSO, metal uygulama sonrasinda herhangi bir deger gozlenmemistir.
Hiicreler, 20 ml LB besiyeri / 100 ml erlen olacak sekilde 37 °C’de ve 180 rpm’ de

iiretilmistir
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4.4. Metal Direngclilik Tayini
4.4.1. P. aeruginosa’min metal toleransinin tespiti

Petri kaplarinda PCA besiyerinde +4°C’de bulunan suslarin herbiri 30 ml
niitrient broth besiyerine ekilmis, ¢alkalamali inkiibatorde 37 °C’de bir gece inkiibe
edilmistir. Aktiflesen susa ait her bir erlenden numune alinarak biyokiitle
yogunluklar1 600 nm’de mikroplaka okuyucuda tespit edilmistir. Belirlenen degerler
ve susun metalsiz olarak ayni hacimlerdeki inkiibasyonu sonrasindaki kontrol
ekimlerinin kursun metali i¢in canli hiicre sayimi ve biyokiitle yogunluk degerleri
Sekil 4.47 ve 4.48° de, kadmiyum igin Sekil 4.49 ve 4.50°de gosterilmistir.

Kursun metali uygulamasi sonrasi lireme potansiyelleri incelendiginde
kontrol grubu ve tiim dozlarda iiremenin oldugu goézlemlenmistir. 50, 100 ve 500
ppm dozlarinda tireme diger dozlara oranla daha yogun iken, 1000 ppm metal
uygulamasindan itibaren iireme potansiyeli azalmaktadir.

Kadmiyum metali uygulamasi sonrasi iireme potansiyelleri incelendiginde
kontrol grubu ve tiim dozlarda tiremenin oldugu gézlemlenmistir. 50 ve 100 ppm
dozlarinda tireme diger dozlara oranla daha yogun iken, 100 ppm metal
uygulamasindan itibaren iireme potansiyeli giderek azalmakta ve son iki dozda

tamamen ureme durmaktadir.

Pseudomonas aeruginosa-Pb?*
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Sekil 4.47. P. aeruginosa’nin PbCl, metal uygulama sonrasi canli hiicre sayilarina bagl

iireme grafigi
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Sekil 4.48. P. aeruginosa’nin PbCl, metal uygulama sonrasi iireme potansiyeli
Pseudomonas aeruginosa-Cd?*
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Sekil 4.49. P. aeruginosa’nin CdSO, metal uygulama sonrasi canli hiicre sayilarina bagli

ireme grafigi
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Sekil 4.50. P. aeruginosa’nin CdSO, metal uygulama sonrasi iireme potansiyeli

4.4.2. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) tayini

MIC tayininde; P. aeruginosa’ya kursun ve kadmiyum metalleri 50-100-500-

1000-2000 ppm dozunda uyguladiktan sonra besiyeri ortamlarinda 37 °C’de bir gece

inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun 0., 2., 4., 8., 12., 24., ve 48. saatlerinde susa

ait besiyerinden numuneler alimarak 600 nm’de mikroplate okuyucu ile (Thermo

Flash 2000) o6rneklerin iireme potansiyelleri belirlenmistir. Ureme potansiyeli

grafiklerinin sonucundan yola ¢ikarak kursun metali i¢cin MIC degerinin 1000 ppm

Sekil 4.51°de gosterilmistir. Kadmiyum metali i¢gin MIC degeri 100 ppm olarak Sekil

4.52 ‘de tespit edilmistir.

Pseudomonas aeruginosa-Pb 2*
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Sekil 4.51. P. aeruginosa’nin PbCl, metal uygulama sonrast MIC degeri (mavi ¢izgi)
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Sekil 4.52. P. aeruginosa’nin CdSO, metal uygulama sonras1t MIC degeri (yesil ¢izgi)
4.4.3. Biyobirikim deneyleri

P. aeruginosa’da Pb’nin MIC degeri 1000 ppm olarak bulunmustur. Bulunan
bu MIC degerinin 3 alt dozu 125 — 250— 500 ppm Pb biyobirikim deneylerinde
uygulanmistir. Niitrient broth besiyerinde iretilen metal uygulanmayan kontrol
grubu ve P. aeruginosa’ya uygulanan bu dozlar 37 °C’de bir gece inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda bu kiiltiirler inkiibatérden alinarak 3 ayr

ekstraksiyona tabi tutulmustur.
1.ekstraksiyon; besiyerinde kalan Pb miktar1
2.ekstraksiyon; bakteri hiicre duvarinda biriken Pb miktari
3.ekstraksiyon; bakteri hiicre i¢inde biriken Pb miktar1

P. aeruginosa’da Cd’nin MIC degeri 100 ppm olarak bulunmustur. Bulunan
bu MIC degerinin 3 alt dozu 12,5 — 25 — 50 ppm Cd biyobirikim deneylerinde
uygulanmistir. Niitrient broth besiyerinde iretilen metal uygulanmayan kontrol
grubu ve P. aeruginosa’ya uygulanan bu dozlar 37 °C’de bir gece inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bu Kkiiltiirler inkiibatorden almarak 3 ayri

ekstraksiyona tabi tutulmustur.
1.ekstraksiyon; besiyerinde kalan Cd miktar1

2.ekstraksiyon; bakteri hiicre duvarinda biriken Cd miktar1
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3.ekstraksiyon; bakteri hiicre i¢inde biriken Cd miktar1

Bu ii¢ ekstraksiyon metoduyla elde edilen ekstraklar atomik adsorbsiyon
cihazinda (ICP-MS) ii¢ tekrarl olacak sekilde okutulmustur.

ICP-MS cihazinda oOrnekler {i¢ tekrarli olarak okunduktan sonra sonuglar
incelendiginde; 125 ppm kursun metali uygulandiktan sonra kursun metali {i¢ grubun
ortalamasi alinarak 72940 ortalama ile en fazla besiyeri igerisinde kalmistir. 250 ppm
kursun uygulamasinda 135900 ortalama ile en fazla besiyerinde kalirken, 500 ppm
dozunda 355700 ortalama ile hiicre duvarinda tespit edilmistir. Ug doz uygulama

sonuclar1 Cizelge 4.3’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.3. Kursun metali uygulama sonucunda atomik adsorbsiyon sonuglari

KURSUN
125 ppm 250 ppm 500 ppm
Kontrol 63800 + 1740.56 | 40290 +1091.03 | 3366 +111.64
S 72940 + 497.62 135900 + 3807.31 | 88140 + 3510.83
HI 893.5+2.99 3315+ 53.48 6491 + 13.93
BY 38550 + 686.19 86740 +1164.73 | 355700 + 8909.69

K: Kontrol grubunda Pb-Cd miktar1 S: Besiyerinde kalan Pb-Cd miktari
HI: Bakteri hiicre i¢cindeki Pb-Cd miktar1 BY: Bakteri hiicre duvarindaki Pb-Cd miktari

ICP-MS cihazinda oOrnekler {i¢ tekrarli olarak okunduktan sonra sonuglar
incelendiginde; 12.5 ppm kadmiyum metali uygulandiktan sonra kadmiyum metali
ti¢ grubun ortalamas: alinarak 6198 ortalama ile en fazla hiicre duvari igerisinde
tespit edilmistir. 25 ppm kadmiyum uygulamasinda 9530 ortalama ile en fazla hiicre
duvarinda bulunurken, 50 ppm dozunda 22330 ortalama ile besiyeri igerisinde tespit

edilmistir. Ug doz uygulama sonuglari Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Kadmiyum metali uygulama sonucunda atomik adsorbsiyon sonuglari

KADMIYUM
12.5 ppm 25 ppm 50 ppm
Kontrol 6176 333,27 14830 £ 918,90 | 27500+ 1671.39
S 2610 + 241.69 6738 +£405.14 22330 +202.82
HI 1004 +41.88 1195 £ 30.53 791.6 £ 14.42
BY 6198 £ 69.51 9530 + 640.15 10650 +£359.19
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Agir Metal Uygulamasinin P. aeruginosa’nmin Ureme Potansiyeli Uzerine

Etkisi

Hizla gelisen endiistri ve teknolojik ilerlemenin bir sonucu olarak agir metal
kirliligi bugiin gelismekte olan birgok iilkenin en énemli ¢evresel sorunlarindan biri
haline gelmistir. Cesitli alanlarda kullanim sonucunda toksik metaller olugsmaktadir
(Florea ve Biisselberg, 2006). Bu agir metallerin biyolojik olarak ortadan
kaldirilamamasi ve canli organizmalarda birikebilmelerinden dolay1 6zellikle hayvan
ve insanlarin da dahil oldugu bir¢ok canli grubu i¢in dnemli bir risk olusturmaktadir
(Linde vd., 1996; Shukla vd., 2010; Ilijin vd., 2010).

Ekosistem ftizerinde 6zellikle agir metallerin ve organik kirleticilerin neden
oldugu stres ortamlarindan ilk olarak etkilenen canli grubu bakteri ve fungus gibi
mikroorganizmalardir. Bu organizmalar ¢evresel strese karst koyabilmek igin
savunma cevabinda 6nemli olan genlerin sentezini diizenleme gibi cesitli savunma
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Mikroorganizmalar karsilagsmis oldugu strese farkli
sekilde kars1 koyabilmiglerdir. Bakterilerin zayif stres olarak adlandirilan sublethal
bir stres kosulunda, sayilarinda bir azalma meydana gelmemektedir. Ancak iireme
oraninda durma veya azalma ile sonuglanmaktadir (Dikici, 2009; Ozbey, 2014).

Son yillarda atiksulardaki kimyasal kirleticilerin biyolojik olarak aritilmasi
konusunda yapilan caligmalarda, farkli tiirlerden mikroorganizmalarin (bakteri,
fungus, alg), toksik oldugu bilinen agir metalleri gerek biyosorbsiyon gerekse
biyobirikim yoluyla zararsiz veya daha az toksik formlarina doniistiirebilmektedirler.
Bu doniistimii, hiicre duvarlarindaki fonksiyonel gruplarla veya salgilariyla
tutabildikleri, hiicre igi sistemleriyle yapabildikleri ortaya konulmustur.

P. aeruginosa genis bir habitat da gelisen biyolojik rejenerasyon ve biyolojik
dejenerasyon yetenekleri olduk¢a gelismis bir bakteridir (Essar vd., 1990). Aym
zamanda bu bakteri metabolik yetenegi ve ¢evresel ¢cok yonliiligii nedeni ile genis
oranda ¢alisilmaktadir.

Bu c¢alismada, birgok stres faktoriine karsi toleransli olan P. aeruginosa
bakterisine Mangan (II) kloriir (MnCly) Nikel (IT) kloriir (NiCly), Kadmiyum siilfat
(CdSO4) ve Kursun (IT) kloriir (PbCl;) metallerinin tuz formlar1 degisik dozlarda
uygulanip pigment {iiretimleri, antioksidan enzim aktiviteleri ve metal direng

analizleri arastirilmak istenmistir.
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Bakteri hiicresi gesitli stres faktoriine maruz kaldiginda bakterinin genetik
kodunda bir diren¢ mekanizmasi varsa, ilgili proteinleri {ireterek bu stresten
korunmaya caligir. Stres kosulunda bakteri DNA’sinda transkripsiyon sonucu mRNA
olusmakta, bu mMRNA ribozomlarda translasyon sonucunda stres proteinini
sentezlemis olmaktadir. Sentezlenen proteinler bakterinin stres ile miicadele etmesini
saglamaktadir. Sentezlenen protein tek bir stres faktoriine karsi etkili olabildigi gibi
birden fazla stres faktoriinde de etkili olabilmektedir. Kadmiyum stresi varliginda
indiiklenen yiiksek ve diisiik molekiiler proteinler bakterileri korumak i¢in metal
tastyicilar, metal-detoksifiye edici enzimler ve metalotiyoninler gibi kadmiyum
baglayici proteinler olabilir (Muneer vd., 2016). Pseudomonas sp.‘ler metal bulunan
ortamlarda Metallothionein adi verilen, kiiciik molekiiler agirlikli sisteince zengin
protein iretebilmekte ve hiicre igine giren toksik metaller bu tiir proteinlere
baglanarak bakteriyi toksik metallere kars1 daha direngli hale getirmektedir (Naik ve
Dubey, 2013). Yapilan bir c¢alismada P. putida’nin  metalloprotein irettigi
bildirilmistir (Bruins vd., 2000Db).

P. aeruginosa bakterisinin tireme ortamina farkli dozlarda Mn?*, Ni?*, cd?*
ve Pb?* gibi toksik metalleri ilave ettikten sonra iireme potansiyelini inceledigimizde
Cd* Pa’nin iireme potansiyelini daha fazla etkiledigini gdzlenmistir. Ciinkii yapilan
calismalar sonucunda Cd*‘nin DNA’ da indirekt oksidatif strese neden olarak
apoptotik mekanizma indiiklenmesi ve DNA onarim mekanizmasinin bloklanmast,
protein oksidasyonu, lipid peroksidasyon artist gibi hiicre i¢inde gergeklesen olaylari
tetiklemesine sebep olmaktadir (Chakraborty ve Das, 2014). Hiicre ici Cd**’nin,
membran biitlinliigiinii bozmas1 ve DNA’da tek zincir kiriklarina neden olmasinin
yaninda DNA yanlig eslesme tamir sisteminin, niikleik asit ve protein sentezinin
inhibitori oldugu da bilinmektedir. (Daly ve Boshard, 1984; Supriya ve Nutan, 2010
). Deniz bakterisi P. aeruginosa JP-11’in kadmiyuma direncinin 16S ribozomal RNA
(rRNA) gen dizilimi ile oldugu tespit edilmistir (Chakraborty ve Das, 2014; Muneer
vd., 2016) .

Kursun metali uygulamasi sonrasi iireme potansiyelleri incelendiginde
kontrol grubu dahil tiim dozlarda iiremenin oldugu gézlemlenmistir. 50, 100 ve 500
ppm dozlarinda iireme daha yogun iken, 1000 ppm metal uygulamasindan itibaren
tireme potansiyeli azalmaktadir. Yaptigimiz caligma ile bakteriye uygulanan doz

miktar1 arttik¢a etkin savunma mekanizmasi sayesinde metalin toksisitesinden daha
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az etkilendigini sdyleyebiliriz. Mangan ve nikel metali esansiyel toksik metal 6zelligi
gosterdiginden diisiik dozlarda tireme yogunlugu kontrol grubuna yakin bir deger
gosterirken, yliksek dozlarda ilireme yogunlugunda azalis tespit edilmistir. Yapilan
benzer ¢alismalarda, P. aeruginosa’ya 0.02 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.15 M, 0.2 M
konsantrasyonda MgSO,4, MgCOg3, NiSO,4, CuCl,, CdCl, metalleri uygulamiglardir.
NiSO, kontrol ile kiyaslandiginda absorbansi (ODgog) 18. saatte 0.054° den 0.33’e,
24 ve 48. saatlerde 0.4 ve 0.45 uM artis oldugu tespit edilmistir. (Hussein ve Abdul
Saha, 2008).

Muneer ve ark, (2016) P. aeruginosa (EP-Cd1) 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550, 600 ve 650 pg/ml konsantrasyonlarda Cd?* uygulamislar ve
biiyiimenin en iyi pH 6 ‘da ve 35 °C’de oldugunu gdzlemlemislerdir. 300 pg/ml
konsantrasyonda c¢esitli proteinlerin varhigini tespit ederken; endiistriyel atik
sulardaki Cd®*’nin % 95’nin, 72 saat inkiibasyondan sonra ortamdaki Cd*’nin %
80 ‘ini gidermede etkili oldugunu rapor etmislerdir (Muneer vd., 2016).

Wang ve ark. 1997 yilinda yaptig1 ¢alismada, yapay deniz ortaminda P.
aeruginosa tarafindan Cd** metalinin giderimini arastirmislardir. 0-1-3-5 mM Cd*
konsantrasyonunda 50 saat sonra ODgoo ve pH degerlerini sirasiyla ODgop 1.37 — 1.31
—1.54 — 0.45 ABS; pH 8.5 — 8.5 — 8.3 — 8.1 bulmuslardir. 140 saat sonra ise ODggo
ve pH degerlerini sirasiyla ODggo 0.43 — 0.94 — 1.22 — 1.30 ABS; pH 9.1 olarak
bulmuslardir (Wang vd., 1997).

P. aeruginosa ASU 6a LB ortaminda 0.85-1.7-3.4-5.1 mM Ni?* ve 0.25-0.5-
1.0-1.5-2.0 mM Pb*" uygulamislar ve sonugta artan konsantrasyonda ODggo biiyiime
egrisinde azalisin oldugunu tespit etmislerdir (Hassan vd., 2008). Yapilan deneysel
calismalar sonucunda, 50-100-500 ppm Pb** konsantrasyonunda  iireme
potansiyalinin giderek azaldigi ve biiylime egrisinin de aymi sekilde azaldig
gozlenmistir. 1000 ppm konsantrasyonda artik {iremenin yaklasik yar1 yariya
azaldigi, 2000 ppm konsantrasyonda ise tamamen durdugunu tespit edilmistir.

P. aeruginosa’ya 0.5 ve 1 mM Cd?* metali uygulandiginda bakteri biiyiimesi
16. saatten sonra artmis 0.5 mM metalde ODgg yaklasik 1 iken, 1 mM metalde 0.8
ABS bulunmustur (Hassen vd.,1998b).

Cd** metalinin bliylimeye etkisini gozlemlemek i¢in; 0.25 mM artan
konsantrasyonda 0.25-4 mM arahginda Cd** metali uygulamislar ve sonucta
ODeggo’de ilk konsantrasyonda yaklastk 2.1 ABS degerini alirken, 4 mM

konsantrasyonda giderek azalip 1.3 ABS degerini almistir (Sinha ve Mukherjee,
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2008). Yapilan deneysel calismalar sonucunda; 50-100 ppm Cd?* metali
konsantrasyonunda iliremenin oldugunu ve biiyiime egrisinin ilk saatlerde giderek
arttigini, 500-1000-2000 ppm konsantrasyonda ise tiremenin tamamen durdugu tespit

edilmistir.

5.2. Agir Metal Uygulamasinin Pigment Uretimi ve Enzim Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Arastirilmasi

Pigment; bitkisel, hayvansal, mikrobiyal ya da inorganik bir kaynaktan elde
edilen sentez, ekstraksiyon, izolasyon veya benzeri islemlerle elde edilen boya
olarak tanimlanir (Anonymous, 1995). Pigmentlerin antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir (Das ve Ma, 2013). Pseudomonas tiirleri onlara segici bir
ozellik kazandiran piyosiyanin, piyoverdin (fluoressein), piyorubin ve piyomelanin
adi verilen g¢esitli pigmentler tiretmektedir (Kantarci, 1992). Son yillarda fluoresens
Pseudomonas’larin temsilcilerinden 6zelliklede P. aeruginosa ile besiyeri icerisinde
mavi-yesil piyosiyanin pigmentini iireten bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Das ve Ma,
2013).

Atiksularda Pseudomonas cinsi bakterilerin fazla bulunmasi, bakterilerin bu
sulardaki ekstrem sartlara karsi dayanikliligini saglayan iirettikleri EPS, piyosiyanin
ve ramnolipid gibi sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
cevresel atik sularda Pseudomonas cinsi bakteri fazla miktarda bulunmaktadir
(Yalgin, 2016).

Yapilan deneysel c¢aligmalar sonucunda; Mn?*, Ni?*, cd**, Pb* agir
metallerin uygun besi ortaminda pH 5, 7, 9°da piyosiyanin pigmentinin analizi
arastirildi. Sonucta gesitli dozlarda Mn?* bulunan Pseudomonas Broth P besiyerinde
piyosiyanin miktarinda; pH 5 ‘de pigment liretiminde azalis, pH 7°de ve 9°da artis
oldugu goriilmiistiir. Ni** metalinde; pH 5 ve 7’de azahs, pH 9°da ise artis
gozlenmistir. Cd®* metalinde her i pH degerinde pigment iiretiminde artig
gozlenmistir. Cd** bakteri hiicresine indirekt etki gostererek DNA hasarina, protein
ve membran lipidlerin oksidasyonuna sebep olmaktadir. Hiicre de bu stres
kosullunda pigment iiretimini artirarak antimikrobiyal etki gostermektedir. Pb**
metalinde ise pH 5’de pigment iiretiminde azalis, pH 7 ve 9’da artis gozlenmistir.

Pigment iiretiminde pH nin etkisini kiyasladigimiz zaman genel itibariyle dort metal
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icin pH 5 piyosiyanin miktarinda olumsuz etki gosterirken, pH 7 ve 9 piyosiyanin
miktarinda olumlu etki gostererek artisa sebep olmustur.

Pigment iiretimi ile yapilan benzer ¢alismalarda; 0.5 ve 1 mM Cd** bulunan
ortamda piyoverdin pigmenti tespit etmislerdir (Hassen vd., 1998b). Hasset ve
ark.(1992) yaptigi calismada P. aeruginosa bakterisinin biiyiime ortamina fosfataz
(mM), FeNO3 ve MnCl; (uM) ilave edip piyosiyanin miktarlarini kargilagtirmiglardir.
0.1(mM) KPj; 3 (uM) FeNO3 ve MnCl; ilavesinde 10.9 ug/ml piyosiyanin tespit
ederken, 0.1(mM) KPj; 300 (uM) MnCl; ve 0.6 (uM) FeNOg ilavesinde 1.6 pg/ml
piyosiyanin tespit etmislerdir (Hasset vd., 1992).

Bushnell-Haas (BH) besi ortami ve proteaz, pepton, glikozamonyum tuzlar
(PPGAS) ortaminda Zn**, Cu®* ve Fe* varliginda piyosiyanin miktarlari
arastirilmistir. M15 kiiltiiriinden elde edilen hiicrelerin iyi miktarda piyosiyanin
olusturduklart ve agir metallerin etkisine daha toleransli olduklart bulunmustur.
Pigment {iiretimi Pseudomonas aeruginosa PAOI1 susu M15 susundan daha az
pigment iiretmistir ( Das ve Ma, 2013).

Son yillarda, bitki kokiinde bulunan o6zellikle Pseudomonaslar tarafindan
olusturulan sideroforlar ve patojenlerin tremesini inhibe eden antimikrobiyal
metabolitler biyolojik kontrol de o6nem kazanmistir (Erdem, 2013). Bakteriyel
sideroforlardan olan piyoverdin pigmenti g¢esitli ortamlarda agir metallerin
gideriminde kullanilmaktadir. Piyoverdin iiretimi ve agir metal giderimi konusunda
cesitli caligmalar yapilmaktadir.

Yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda, piyoverdin analizi calismamizda;
Mn?*, Ni?*, Cd®*, Pb?" agir metallerin uygun besi ortaminda pH 5, 7, 9°da piyoverdin
pigmentinin analizini arastirdik. Sonucta ¢esitli dozlarda Mn®* bulunan King B
besiyerindeki piyoverdin miktarinda; pH 5 ‘de pigment iiretiminde azalig, pH 7’de ve
9’da artis oldugu goriilmiistiir. Ni?* metalinde; pH 5°de azalis, pH 7 ve 9’da ise artis
gozlenmistir. Cd** metalinde de ayni sekilde pH 5’de azalis, pH 7 ve 9’da artis
gozlenmistir. Pb? metalinde ise pH 5’de pigment iiretiminde azalig, pH 7 ve 9’da
artis gozlenmistir. Bakterilerin hiicre duvar1 negatif yiiklii oldugundan pozitif yiikli
metaller bakteriye baglanarak hiicre i¢inde strese sebep olurlar. Hiicre de bu stres
kosullunda pigment iiretimini artirarak antimikrobiyal etki gostermektedir. Kursun
proteinler tizerindeki stilfidril, fosfat ya da karboksil gruplarina baglanarak enzimleri
etkisizlestirir (Terzioglu vd., 2017). Piyoverdin pigmenti iiretiminde pH’nin etkisini

kiyasladigimiz zaman genel itibariyle dort metal icin pH 5 piyoverdin miktarinda
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olumsuz etki gosterirken, pH 7 ve 9 piyoverdin miktarinda olumlu etki gdstererek
artisa sebep olmustur.

Hussein — Abdul Saha (2008) yaptigi ¢alismada P. aeruginosa’ya 0.02M,
0.05M, 0.1M, 0.15M, 0.2M konsantrasyonda MgSQO,4, MgCQOg3, NiSO,4, CuCl,, CdCl,
metalleri uygulamiglardir. Uygulama sonrasinda piyoverdin iiretiminde artigin
oldugunu rapor etmislerdir (Hussein ve Abdul Saha, 2008).

Aouada ve ark. (2006) yaptigi dencyde, casamino asit ortaminda (CAA),
vitrifiye dip kiil (VBash) ve bazaltik cam ortaminda kisa siireli ve uzun siireli yapilan
deneylerde, bakterili ortam pH’s1 7.5, bakterisiz ortam 7.2 olarak ayarlanmistir. P,
aeruginosa'nin sari yesil fliioresan pigmenti olan piyoverdin iiretiminde ve bakteriyel
biiytimede belirgin bir artis tespit etmislerdir. Piyoverdin sentezi 73+12 mg/I" iken,
bakteri hiicresi kuru agirliginda 740+6 mg/l” biiyiime boyunca sabit bir deger
kaydetmislerdir (Aouada vd., 2006).

Braud ve ark. (2010) yaptigi bir calismada, P. aeruginosa susu PAO1,
piyoverdin ve piyoselin iiretemeyen bir susa gore toksik metallere karsi daha az
hassas oldugu sonucuna varmislardir. Metalsiz ve 100 uM konsantrasyonda
metallerin bakteri biiylime inhibisyonlarini karsilagtirmislar: Co®* ve Ga** strastyla %
76 ve % 46; Cu®*, Ni**, TI",Zn*" % 25 ve Cd** % 12 inhibe ettigini vurgulamuslardir
(Braud vd., 2010).

Chiado ve ark. (2013) yaptigi calismada, sicakligin piyoverdin iiretimi
tizerindeki etkisini, P. aeruginosa'da ayrintili olarak incelemisler ve bu sus, 30 ° C'de
piyoverdin iiretimi igin optimal bir sicakliga ve 37 ° C civarinda daha yiiksek bir
optimum biiyiime sicakligina sahip oldugunu rapor etmislerdir. Piyoverdin
regililasyonu, ortamdaki toksik metalleri genis bir sekilde tespit edebilecek ucuz bir
biyosensor olusturmak i¢in faydali olabilir (Chiado vd., 2013).

Yapilan deneysel calismalar sonucunda piyorubin analizi incelendiginde;
Mn**, Ni®*, Cd**, Pb?* agir metallerin uygun besi ortaminda pH 5, 7, 9°da piyorubin
pigmentinin varhig tespit edilmistir. Sonugta ¢esitli dozlarda Mn?* ve Cd** bulunan
Pseudomonas Broth P besiyerindeki piyorubin miktarinda; her ii¢ metal iginde
pigment iiretiminde artis gozlenmistir. Ni?* metalinde; pH 5 ve 7’de artis, pH 9°da
ise azalig gozlenmistir. Pb®" metalinde ise pH 5 ve 7°de pigment iiretiminde azalis,
pH 9’da ise artis gozlenmistir. Piyorubin pigmenti iiretiminde pH’nin etkisini
kiyasladigimiz zaman genel itibariyle dort metal icin her ti¢ pH 5, 7, 9°da piyorubin

miktarinda olumlu etki gostererek artisa sebep olmustur.
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Piyomelanin pigmenti ise kanli agar ortaminda gozlemlenmistir. Artan metal
konsantrasyonunda petri i¢inde pigment liretiminde azalisin oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda, P. aeruginosa bakterisine farkli dozlar uygulanmustir. 1 ve 10
ppm metal konsantrasyonunda bakteri biiyiimesi ve pigment iiretimi olumlu
etkilenirken, giderek artan konsantrasyonda 100, 200 ve 6zellikle 500 ppm’de hem
biliylime hem de pigment iiretimi olumsuz etkilenmistir.

Normal atom veya molekiilde elektronlar eslenik bulunmalari nedeniyle
reaktif degilken, bu c¢iftlenmemis elektronlar SOR’lara biiyiikk bir reaktiflik
kazandirirlar. Bu 6zellikleri DNA, niikleotid, protein, lipid ve koenzimler gibi bircok
biyolojik materyale zarar vermekte ve g¢esitli biyolojik problemlere neden
olmaktadir. Organizma siirekli olarak serbest radikal tiirevleri ile karsi karsiya
kalmaktadir (Reiter, 1995). SOR’larin neden oldugu oksidasyonlari1 dnleyen, serbest
radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip organizmayi koruyan
maddelere “antioksidan” ad1 verilir (Elliot, 1999; Ozcan, 2011).

Hasset ve ark. (1992) yaptig1 calismada P. aeruginosa bakterisinin biiyiime
ortamina fosfataz (mM), FeNO3 ve MnCl, (uM) ilave edip piyosiyanin, SOD ve
katalaz aktiviteleri karsilastirmislardir. 0.1(mM) KP;; 3 (uM) FeNO; ve MnCl,
ilavesinde 10.9 pg/ml piyosiyanin, 2.340 U/mg protein katalaz ve 98 U/mg protein
SOD aktivitesi tespit etmislerdir. 0.1(mM) KP;; 300 (uM) MnCl, ve 0.6 (uM)
FeNOg ilavesinde 1.6 pg/ml piyosiyanin, 1.732 U/mg protein katalaz ve 54 U/mg
protein SOD aktivitesi tespit etmislerdir (Hasset vd., 1992).

Yapilan deneysel calismalar sonucunda, P. aeruginosa bakterisine Mn®,
Ni%, Cd** ve Pb* agir metalleri uygulayip endojen antioksidan olan SOD, KAT
enzimleri ve TGSH miktarinin metal varliginda ne sekilde etkilendigi arastirildi.
Sonugta; SOD aktivitesinde, P. aeruginosa bakterisi 24 saat metal uygulama
sonrasinda dort metalde de kontrol grubuna gére enzim aktivitesinde azalisin oldugu
tespit edilmistir. Dort metal iginde mangan (42.78 U/mg protein) kontrole (52.75
U/mg protein) yakin bir aktivite gosterirken, kursunda (32.67 U/mg protein) ise daha
diisiik bir enzim aktivitesi gozlenmistir. Kadmiyum metal uygulamasi sonrasi bakteri
de herhangi bir aktivite kaydedilmemistir.

KAT aktivitesinde, P. aeruginosa bakterisi 24 saat metal uygulama
sonrasinda mangan ve kursun metalinde kontrol grubuna gore enzim aktivitesinde
artisin, nikel metalinde ise bir azalisin oldugu tespit edilmistir. Dort metal icinde

mangan (423.48 U/mg protein) en yiikksek enzim aktivitesi gosterirken, nikel
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metalinde (243.15 U/mg protein) ise en diisik enzim aktivitesi gozlenmistir.
Kadmiyum metal uygulamasi sonrasi bakteri de herhangi bir aktivite
kaydedilmemistir.

TGSH miktarinda ise, P. aeruginosa bakterisi 24 saat metal uygulama
sonrasinda nikel ve kursun metalinde kontrol grubuna gore artisin, mangan metalinde
ise bir azalisin oldugu tespit edilmistir. Dort metal iginde en yiiksek glutatyon
miktarin1 nikel metali 14.75 U/mg protein ile gosterirken, mangan metali ise 2.43
U/mg protein ile en diisiik miktar1 almistir.

Cd*’nin hiicre i¢i membran biitiinliginii bozmasi ve DNA’da tek zincir
kiriklarina nedenolmasmin yaninda DNA yanlis eslesme tamir sisteminin, niikleik
asit ve proteinsentezinin inhibitérii oldugundan dolayr enzim aktivitesi
gézlenmemistir. Mangan bu dort agir metal icinde en az toksisiteye sahip
oldugundan hem SOD hem de KAT enzimlerinin aktivitesini olumlu etkilerken,

TGSH miktarin1 olumsuz etkilemistir.

53. Agir Metal Uygulamasimn Metal Direncliligi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

Agir metal iyonlar tasidiklari teknolojik dnem nedeniyle gesitli endiistrilerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu endiistrilerden gelen atiksular igme sularina ve
tarimsal amagli sulara karigmasi yoluyla veya agir metallerle kirlenmis partikiillerin
tozlagsmasi yoluyla hayvan ve insanlara bulasirlar. Agir metal iyonlarmin giderimi
tizerine iilkemizde ve diinyada gilinlimiize dek yapilan arastirmalar genellikle tek
bilesenli sentetik sulu metal ¢ozeltileriyle iliskilidir (Tsezos ve Volesky., 1981).
Metaller organizmaya alinmalarim1 takiben birgok farkli proteinle etkilesime
girebilirler. Ornegin kursun sentez enzimleri ile etkilesime gecerken; arsenik,
kadmiyum ve civa enerji metabolizmasi ile ilgili enzimlerle etkilesir. Birgok metal
metabolizma i¢in 6nemli bir protein olan albiimine baglanir ve membrandan hiicre
icerisine gecerek hiicre faaliyetlerini olumsuz etkilemektedir (Goyer vd., 2001).

Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte bu agir metallerin ¢esitli kaynaklardan
gideriminde daha ucuz ve etkili yiikksek metal baglama biyosorbsiyon-biyobirikim
yontemi tercih edilmektedir. Atik sudan agir metal gideriminin biyobirikim ile
gerceklesmesinde mikroorganizmalar tercih edilmekte; hizli iiremeleri, biyokiitle

yogunlugunun fazla olmasi ve olumsuz kosullara olan direncleri sebebi ile de
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Ozellikle bakteriler kullanilmaktadir. Yapilan bilimsel arastirmalar da biyolojik
yontemin tercih edilmesi yoniinde agirlik kazanmaktadir.

Cesitli su ve atik su aritma uygulamalarinda Cr(ITII-VI)’un geri kazanimi igin
P. aeruginosa'nin kullanilma potansiyeli ve kirlenmis sulu ortamlarin iyilestirilmesi
icin biyolojik ajanlarin kullanilmasinin etkinligi arastirilmistir (Kang vd., 2007).

Son yillarda yapilan metal giderim c¢alismalarinda Pseudomonas cinsi
bakterilerin ilk siralarda tercih edilme nedeni, bu mikroorganizmalarin kirli
ortamlarda canliliini devam ettirebilme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Bu
ozelliklerinin kaynag1 olarak da tirettikleri ikincil metabolitler gosterilmektedir.

Yapilan deneysel calismalar sonucunda P. aeruginosa bakterisinin metal
direng tayini arastirildi. CdSO4 ve PbCl; agir metallerin kirliliginin ekolojik denge ve
canlilar agisindan kritik 6neme sahip olmasi nedeniyle calismada bu metallere yer
verilmigtir. Bu kapsamda, metal tuzlar1 kullanilarak bakterinin metal direng tespiti,
MIC degerleri, biyobirikim deneyleri yapilmistir. Calismada genel metal
yogunluklariin olgtimleri ICP-MS cihazinda OSl¢iilmiistiir. P. aeruginosa’da Pb?
MIC degeri 1000 ppm olarak bulunmustur. Bulunan bu MIC degerinin 3 alt dozu
125 — 250 — 500 ppm Pb?* biyobirikim deneylerinde uygulanmustir. ICP-MS
cthazinda ornekler ti¢ tekrarli olarak okunduktan sonra sonuglar incelendiginde; 125
ppm kursun metali uygulandiktan sonra kursun metali ti¢ grubun ortalamasi alinarak
72940 ortalama ile en fazla besiyeri igerisinde kalmistir. 250 ppm kursun
uygulamasinda 135900 ortalama ile en fazla besiyerinde kalirken, 500 ppm dozunda
355700 ortalama ile hiicre duvarinda tespit edilmistir. Sonuglara gore Pb®* metali
diisik konsantrasyon yogunlugunda besiyeri icerisinde kalirken, artan
konsantrasyonda ise hiicre yiizeyinde metal yogunlugunun arttig1 rapor edilmistir.
Bunun sebebi hiicre duvarinda bulunan fonksiyonel protein gruplarmm Pb?* iyonuna
baglanmasindan kaynaklanmaktadir.

P. aeruginosa’da Cd** MIC degeri 100 ppm olarak bulunmustur. Bulunan bu
MIC degerinin 3 alt dozu 12.5 — 25 — 50 ppm Cd** biyobirikim deneylerinde
uygulanmistir. ICP-MS cihazinda ornekler ii¢ tekrarli olarak okunduktan sonra
sonuclar incelendiginde; 12,5 ppm kadmiyum metali uygulandiktan sonra kadmiyum
metali ti¢ grubun ortalamasi alinarak 6198 ortalama ile en fazla hiicre duvari
igerisinde tespit edilmistir. 25 ppm kadmiyum uygulamasinda 9530 ortalama ile en
fazla hiicre duvarinda bulunurken, 50 ppm dozunda 22330 ortalama ile besiyeri

icerisinde tespit edilmistir. Sonuglara gore Cd** metali diisiik konsantrasyon
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yogunlugunda hiicre ylizeyinde kalirken, artan konsantrasyonda ise besiyeri
icerisinde metal yogunlugunun arttig1 rapor edilmistir. Adsorblama ile temas siiresi
iliskisi ele alindiginda baslangigta mevcut olan yiiksek yiizey alani sonucunda
adsorblama miktarinda bir artis beklenmektedir. Siire ilerledikge azalan yiizey
nedeniyle yani adsorban miktarinin azalmasina bagli olarak adsorblama oraninin
diismeye baglamasi1 gerekmektedir. Doygunluk degerine ulasilmasiyla birlikte
adsorblama dis yiizey yerine adsorbantin gozeneklerinde gerceklesmekte ve i¢ ylizey
alaninin daha az olmasi nedeniyle, artan temas siiresi, adsorblamanin azalmasina yol
acmaktadir (Yu vd., 2000). Aym1 zamanda degisik derisim degerlerinde birim
hacimdeki adsorbant miktar1 degisecegi igin buna bagli olarak, adsorbant tarafindan
adsorblanan molekiil miktar1 da degisecektir. Adsorblama ilerledikge ¢dozelti
icerisindeki adsorbant miktar1 azalacagindan, adsorblamanin da yavaslanmasi
beklenmelidir. Farkli adsorbant ve adsorbanlar kullanildiginda baslangi¢ derisiminin
etkisi de degismektedir. Ornegin, yiiksek metal derisimleri adsorblama igin uygun
olmamaktadir. Genel olarak metal iyonlarmin adsorblanma yiizdeleri sulu ¢ozeltide
metal iyonu derisimi arttik¢a azalmaktadir (Erdem vd., 2004; Ozbey, 2014). Bu
sebeple bizim calismamizda da baslangigta hiicre yiizeyinde tutulan Cd®* metali artan
konsantrasyon ile birlikte siire ilerledik¢e azalan yilizey nedeniyle yani adsorbant
miktarinin azalmasina bagli olarak adsorblama orani diismeye baslamistir ve Cd*
besiyeri igerisinde birikmistir.

Metal direnci ile ilgili yapilan ¢alismada, metal direngliligi en yiiksek olan
Kursun(II) i¢in P. aeruginosa BK 14, Nikel(II) i¢in P. stutzeri BK23 izolatlar1 ¢esitli
(50, 100, 200, 400 ppm) konsantrasyonlarda metal i¢eren besiyeri ortamlarinda bir
gece inkiibe edilmis; 10., 30. dakika ve 1., 2., 4., 8., 12., 16., 20., 24. saatlerde metal
biyobirikim ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu calismada yapilan biyobirikim deneylerinde
Kursun(II) metalinde % 56’s1 (114,40 ppm) hiicre yiizeyinde, % 28’ 1 (57,20 ppm)
hiicre i¢inde olmak iizere toplamda % 84 (174,60 ppm) giderim saglanmistir.
Nikel(IT) metalinde ise % 47 (87,51 ppm) hiicre yiizeyinde % 29 (54 ppm) hiicre
icinde olmak {izere % 76 (141,51 ppm) Kursun ve Nikel metali giderim saglanmistir.
Kursun(I) metal iyonlarinin Nikel(II) iyonlarina oranla daha fazla hiicre yiizeyine
tutunmus olmast hiicre duvarinda bulunan fonksiyonel protein gruplarinin Pb*?
iyonuna baglanma yeteneginin daha fazla oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada da
canlilar i¢in toksik etkiye sahip Kursun(Il) ve Nikel(Il) metalleri ile atik suda
giderim ve biyobirikim deneyleri yapilmistir (Keloglu, 2017). Yapilan deneysel
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caligsmalar sonucunda kursun metalinin hiicre yiizeyinde birikiminin paralel oldugunu
gostermektedir.

Hussein ve ark., (2004), Pseudomonas bakterilerinin Cr, Cu, Cd ve Ni
metallerini biyosorbsiyon kapasitelerini arastirmiglar. 1, 2, 5 ve 10 mmol/L
konsantrasyonda metal uygulayip biyosorpsiyon kapasiteleri karsilastirilmis ve
sonugta, maksimum adsorbsiyon kapasitesi Ni>Cd>Cu>Cr oldugunu kaydetmislerdir
(Hussein vd., 2004).

Chang ve ark. (1997) yaptig1 ¢calismada, P. aeruginosa PU21 ‘nin agir metal
biyosorbsiyonunu  arastirmislardir.  Yapilan ¢alismada Pb*, Cu®** ve Cd**
metallerinin farkli pH (3-6) degerlerinde biyosorbsiyonu arastirmislardir. U¢ metalin
biyosorbsiyon kapasiteleri karsilastirildiginda en iyi giderimi Pb®* ortaminda
gerceklestirdigi vurgulamislardir (Chang vd., 1997).

Congeevaram ve ark. (2007), agir metal direngli mantar ve bakteri izolatlart
ile krom ve nikel biyosorbsiyonu ¢alismuslardir. pH (3-11) arasinda Cr 100 mg 1™
konsantrasyonda, Ni 50 mg I konsantrasyonda uygulandiginda, bakterilerde
maksimum giderim pH 7’de Cr % 90 Ni % 55 oraninda adsorbsiyon oldugu soucuna
varmuslardir. Sonugta bir mantarin 10.000 mg I kromun toksisitesini tolere ettigini
bildirmislerdir (Congeevaram vd., 2007).

Lo’pez ve ark. (2000), P. fluorescens 4F39 ile pH'in nikel ve diger agir
metallerin biyosorpsiyonu tizerine etkisini caligmislar ve
Ni>Hg>U>As>Cu>Cd>Co>Cr>Pb metal katyonlarindan metal birikim affinitesi
gostermektedir (Lo’ pez vd., 2000).

Matyar ve Akkan (2010) yaptig1 Iskenderun Korfezi'ndeki ii¢ farkli bolgeden
izole ettigi bakterilere bu calismada alt1 agir metalin diren¢ analizini yapmigslardir.
Pseudomonas izolatlarmin metal direngliligi Cu >Cd >Mn >Zn >Cr >Pb seklinde
iken; Cu % 75.4, Cd % 56.5, Mn % 44.9, Zn % 41.3, Cr % 31.9, Pb % 7.2
metallerine bu yiizdelerde diren¢ gosterdigi rapor edilmistir (Matyar ve Akkan,
2010).

Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda P. aeruginosa’nin Pb?* icin MIC
degerini 1000 ppm olarak tespit ederken, Cd?*" icin MIC degerini 100 ppm olarak
kaydedildi. Hassan ve ark. (2008) yaptig1 ¢alismada ise Pseudomonas spp.’nin alti
izolatinda c¢esitli agir metaller uygulamiglar. P. aeruginosa ASU 6a izolatinin

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) sirastyla Cu®*, Co®*, Ni**, zn?*, Cr**,
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Cd* ve Pb* igin 6.3, 5.9, 6.8, 9.2, 5.8, 4.4 ve 3.1 mM bulunmustur. Yapilan
alismalar agir metallerin Pseudomonas spp. izolatlarina karsi toksisitesi, Ph*">
Cd**> Cr¥*> Co®*> Cu®*> Ni**> Zn?*; bu yiizden kursun, kadmiyum ve krom Ni** ve
Zn*"'dan daha toksiktir (Hassan vd., 2008).

Chakraborty ve Das (2014), P. aeruginosa JP-11 aerobik kosullarda
CdCl,metalinde Cd*’nin MIC degerini 1.250 ppm ve Cd**direngliligini 1.000 ppm
olarak tespit etmislerdir (Chakraborty vd., 2014).

Hussein — Abdul Saha yaptigi ¢alismada P. aeruginosa’ya 0.02 M, 0.05 M,
0.1 M, 0.15 M, 0.2 M konsantrasyonda MgSQO4, MgCO3;, NiSO,4, CuCl,, CdCl,
metalleri uygulamislardir. Uygulama sonucunda CdCl, MIC degeri 0.2 M
bulunurken, NiSO,4 kontrol ile kiyaslandiginda absorbansi 18. saatte 0.054 den
0.33’e, 24 ve 48. saatlerde 0.4 ve 0.45 uM artis oldugu tespit edilmistir (Hussein ve
Abdul Saha, 2008).

Aouada ve ark. (2006) yaptigi deneyde, casamino asit ortaminda (CAA),
vitrifiye dip kiil (VBash) ve bazaltik cam ortaminda kisa siireli ve uzun siireli yapilan
deneylerde, bakterili ortam pH’s1 7.5, bakterisiz ortam 7.2 olarak ayarlanmistir. Buna
karsilik bazalt ortaminda VBash ortamindan daha az nikel varken, CAA ortaminda
nikel konsantrasyonunun degismeden kaldigint gézlemlemislerdir. Uzun siireli 174
giin siiren deneyde, VBash ortaminda nikel konsantrasyonunun ICP-AES cihazinda
174 giin sonra biiylime ortaminda 18.5 pg, bakteri hiicresinde 4.2 ng, biyofilm
icerisinde 2 pg toplamda 24.7 pg nikel tespit edilmistir. Steril ortamdaki ¢6ziinmiis
nikel miktar1 ise 58 pg rapor etmislerdir (Aouada vd., 2006).

Wang ve ark. 1997 yilinda yaptig1 caligmada, yapay deniz ortaminda P.
aeruginosa tarafindan Cd** metalinin giderimini arastirmiglardir. 0-1-3-5 mM Cd*
konsantrasyonunda 50 saat sonra ODgoo Ve pH degerlerini sirasiyla ODggp 1.37 — 1.31
—1.54 — 0.45 ABS; pH 8.5 — 8.5 — 8.3 — 8.1 bulmuslardir. 140 saat sonra ise ODggo
ve pH degerlerini sirasiyla ODggp 0.43 — 0.94 — 1.22 — 1.30 ABS; pH 9.1 olarak
bulmuslardir. Ortamdaki Cd®* giderimi sirasiyla 50 saat sonra 0- % 99 - % 92 - % 14
iken, 140 saat sonra 0 - % 99 olarak kaydetmislerdir (Wang vd., 1997).

Raja ve ark. (2006) tarafindan yapilan calismada P. aeruginosa BC15
susunun metal direncliligini arastirilmistir. Calismada LB, King A ve minimal ortam
kullanmiglardir. LB ortamimna 0.1 mM, King A ve minimal ortama 0.05 mM
konsantrasyonda Cd2+, Cr2+, Ni%* ve Pb?* metalleri uygulamisglardir. BC15 susunun

metallere diren¢ sirasmm Pb?*> Ni?* > Cd** > Cr** oldugu bulunmustur. Pb**
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metaline 800 ppm, Ni?* 700 ppm, Cd** 500 ppm, Cr** 400 ppm direng gdstermistir.
Bakterinin metal alim kapasitesi biyosorbsiyonu agisindan kiyaslandiginda, en
yiiksek biyosorbsiyon kapasitesi % 93 Ni**, Pb?* % 65, Cd** % 50 ve Cr** % 30
oldugu gozlemlenmistir (Raja vd., 2006).

Sonug olarak evsel ve endiistriyel atiksularin mikroorganizmalar yardimiyla
aritimi, verimlilik ve maliyet acisindan avantaj saglamasi sebebiyle giderek dnem
kazanmaktadir. Bu alanda biyoteknolojik caligmalarda kullanilan
mikroorganizmlardan P. aeruginosa bu islem i¢in uygun potansiyele sahip olmasi ve
tutulan metallerin geri kazaniminda endiistriyel agidan fayda saglayacagi
distiniilmektedir.

Yaptigimiz deneysel calismalar ~ sonucunda; agir  metallerin
mikroorganizmalarca gideriminin miimkiin oldugu ve en ¢ok hiicre yiizeyine
tutunma yolu ile giderimin gerceklestigi, metallerin mikroorganizmalarin enzim ve
sekonder metabolit olan pigment {iretimi tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada elde edilen tiim sonuglarin Mikrobiyoloji, Biyoteknoloji, Biyokimya,
Toksikoloji, Cevre biyolojisi ve Cevre Teknolojisi alanlarinda temel diizeyde yeni

bilgiler sunmasi beklenilmektedir.
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