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         Son yıllarda önem kazanan genetik mühendislikle ilgili çalışmaların yanı sıra, 

biyoremediasyonla ilgili çalışmalarla ciddi çevre problemlerine neden olan ağır metallerin ve 

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla ilgili yoğun araştırmalar yapılmaya başlanmıştır. 

Özellikle bu maddeleri daha zararsız bileşiklere yıkmak için gerekli olan gen sistemleri ile 

donatılmış bakteri türlerinin alternatif kullanım alanı bulabileceği saptanmıştır. Bu amaçla 

çalışmamızda, yabanıl D. radiodrans ile Vitreoscilla hemoglobin (vgb) geni klonlanmış 

rekombinantı ve kontrol olarak da vgb¯ rekombinant suşu kullanılmıştır. Bu sayede D. 

radiodurans' ın Cd ve Cr gibi toksik metal biyosorpsiyon kapasitelerine ve UV radyasyon 

direnci araştırılıp bunlara ek olarak organizmaya daha fazla oksijenli ortam sağlayarak daha 

fazla büyümesini sağlayan vgb geninin, bakterinin biyosorpsiyon yeteneğine ve UV direncine 

yapacağı katkının araştırılması planlanmıştır. Aynı zamanda UV radyasyon uygulamalarının 

yabanıl ve rekombinant D. radiodurans' ın antioksidan savunma sistemleri (süperoksit 

dismutaz, katalaz ve karoten) üzerine etkisi araştırılıp vgb' nin bu savunma sistemine etkileri 

saptanmıştır. 
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  Çalışmamızın sonunda,  vgb geninin yüksek dozlardaki UV-C uygulamalarında 

bakterinin üreme potansiyeli ve radyasyon sonrası enzim aktivitelerindeki olumlu etkisi tespit 

edilmiştir. Ayrıca Cd ve Cr' un hem bakterilerin üreme potansiyelleri üzerinde hem de bu 

metallerin giderim çalışmalarında vgb geninin bakteriye daha fazla oksijenli ortam yaratıp 

daha fazla üremesini sağlayarak meydana getirdiği olumlu etki gözlenmiştir. 
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 In addition to studies concerning genetic engineering which has gained importance in 

recent years, studies related to bioremediation of heavy metals causing serious environmental 

problems and extensive research on detoxification of xenobiotics has been started. Especially 

alternative new-use of bacteria species equipped with necessary genes that has the ability to 

break down substances to harmless compounds has lately been identified. For this purpose, 

with Vitreoscilla hemoglobin (vgb) cloned wild D. radiodrans gene recombinant and vgb¯was 

used as control recombinant strains. In this way, D. radiodurans' s Cd and Cr as toxic metal 

biosorption capacity and UV radiation resistance will be explored in addition, organisms will 

be exposed to more oxygenated environment by providing higher growth capacity with vgb 

gene,bacteria biosorption ability and UV resistance will be investigation is planned. At the 

same time,the effect of application of UV radiation to wild-type and recombinant D. 

radiodurans's antioxidant defense systems (superoxide dismutaz, catalase, and carotene) is 

explored  and the impact on vgb effect on the defense system has been identified. In 

conclusion, aplication of high doses of UV-C treatment on vgb genes had a positive effect on 

bacterial reproduction potential and on enzyme activity after irradiation was determined. 
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 Also the effect of Cd and Cr 's on reproductive  potential of bacteria and removal of these 

metals and more oxygen environment provided by vgb gene causing a more positive growth 

and reproduction effects were observed. 

 

Anahtar Kelimeler: Deinococcus radiodurans,  heavy metal stress, Vitreoscilla 

hemoglobine, UV-C radiation, antioxidant systems, biosorption 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iv 



 

 

 

 

 

 

 

 

TEŞEKKÜR 

 

 

 Hem Yüksek Lisans hem de Doktora çalışmamın tüm aşamalarında yakın ilgi ve 

desteğini gördüğüm, çalışmalarımda yıllardır büyük emeği geçen İnönü Üniversitesi Fen 

Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü Öğretim Üyesi, değerli hocam, tez danışmanım, Sayın 

Prof. Dr. Dilek ASMA’ ya,  

 Bu araştırmanın yürütülmesinde bütün bölüm imkânlarından faydalanmamı sağlayan 

Biyoloji Bölüm Başkanlığı’na ve her türlü  laboratuar imkanlarından faydalandığım Prof. Dr. 

Özfer Yeşilada ve Prof. Dr. Hikmet Geçkil' e, 

 Deneysel ve teorik çalışmalarımda yardımlarını esirgemeyen Doç. Dr. Abbas 

GÜNGÖRDÜ' ye ve radyasyon doz uygulaması için gerekli doz miktarlarının belirlenmesinde 

katkısı bulunan Öğrt. Grv. Süreyya NUR’a, 

 İnönü Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Merkezi (İBTAM)' ndeki AAS 

çalışmalarımın sağlıklı bir şeklide yürütülmesinde bana yardımcı olan Uzm. Onur ÖZGÜL' e, 

ve SEM çalışmalarım için yardım aldığım sayın Murat ÖZABACI' ya, 

 Her zaman olduğu gibi tez çalışmam boyunca da sürekli yanımda olan ve desteklerini 

hiç esirgemeyen canım dostlarım  Öğrt. Grv. İdil KARACA ve Araşt. Gör. Dr. Filiz KURU' 

ya, 

 Ayrıca tüm hayatım boyunca olduğu gibi doktora eğitimim süresince  de benden 

desteklerini esirgemeyen anneme, babama ve tezimin her türlü  görsel ve teknik anlamda 

biçimlendirilmesinde çok önemli yardımlarını aldığım, kardeşlerim Naci ÖZBEY ve Mahmut 

ÖZBEY' e, 

 Son olarak da bana inanan ve her zaman yanımda olan sevgili eşim Umut ÖZBEY' e, 

bu zor günlerde benim tek neşe ve motivasyon kaynağım biricik kızım Özde Derin ÖZBEY' 

e, 

 2012-192 no’lu proje ile bu araştırmayı destekleyen İnönü Üniversitesi Bilimsel 

Araştırma Projeleri Yönetim Birimi’ne; 

 

 ve başarımda katkısı bulunan herkese sonsuz teşekkürlerimi sunarım. 

 

 

     . v 



İÇİNDEKİLER 

ÖZET……………………………………………………………………………i 

ABSTRACT…………………………………………………...........................iii 

TEŞEKKÜR…………………………………………………....……………....v 

İÇİNDEKİLER………………………………………………...........................vi 

ŞEKİLLER DİZİNİ…………………………………………………………....ix 

ÇİZELGELER DİZİNİ………………………………………………………...xi 

SİMGELER VE KISALTMALAR………….......……………………………xii 

 

1.   GİRİŞ…………………………………………………………..……………....1 

1.1.   Stres……………………………………………………………………………………1 

1.1.1.   Ağır Metal Stresi…………………………………………………..............................2 

1.1.1.1.  Kurşun (Pb)…………………………………………………………………....……...3 

1.1.1.2.  Kadmiyum (Cd)……………………………………………………………………... 3 

1.1.1.3.  Krom (Cr)……………………………………………………………………………. 4 

1.1.1.4.  Civa (Hg)…………………………………………………………………………….. 5 
1.1.2.   Metallerin Ekosistem ve Mikroorganizmalar Üzerine Etkisi……….…………………6 

1.1.2.1.  Ekzopolisakkarit Üretimi……………………………………………………………6 

1.1.2.2.  İndirgeme……………………………………………. …………….…………………7 

1.1.2.3.  Biyobirikim …………………………………………………………………………..7 

1.1.2.4.  Hücre Dışına Pompalama…………………………………………………………....7 

1.1.3.   Biyosorpsiyon………………………………………………………………………...7 
1.1.3.1.   Biyosorpsiyon Mekanizmaları………………………………………………………..10 

1.1.3.2.  Biyosorpsiyon Üzerine Etki Eden Faktörler …………………………………………12 

1.2.   Radyoaktif Stres ……………………..………………...…………………………...14 

1.2.1.  Ultraviyole Radyasyon……………………………………….. …………………...14 

1.2.2.   Radyasyonun biyolojik etkileri………………………......................................15 

1.3.   Deinococcus radiodurans……………….........................................………….18 

1.3.1.   Genel Özellikleri………………………………...……………………………18 

1.3.2.   D. radiodrans' ın Ekolojisi………………….. ……………………………….19 

1.3.3.  D. radiodurans' ın Fiziksel Yapısı………………. .………………………………19 

1.3.4.   D. radiodurans ' ın Metabolik  Yapısı…………………………………………….20 

1.3.5.    D. radiodurans ' ın Filogenisi……………………………..……………………….23 

1.3.6.   D. radiodurans' ın Genetiği………………………………………………………..24 

1.3.7.   D. radiodurans' ın DNA Zarar Direnci ve Tamir Mekanizması………………..24 

1.3.8.   D. Radiodurans' in  UV-C Radyasyona Direnci…………………………………26 

1.3.9.  D. radiodurans' da Antioksidan Koruma…………………………………………26 

1.4.   Vitreoscilla Hemoglobin ve Oksidatif Stres……………...………………………28 

1.5.  Oksidatif Stres ……………………………………………………………………...30 

1.5.1.   Reaktif Oksijen Türleri……………. ………………………………………………31 

1.5.1.1. Kovalent Bağların Homolitik Kırılması………….…………………...…………..31 

1.5.1.2.  Normal Bir Molekülün Elektron Kaybetmesi …………….……………………….....31 

1.5.1.3.  Normal Bir Moleküle Elektron Transferi………………….……………………...31 

1.5.2.   Süperoksit Radikali (O2
-•)………………………………… .…… ………………...33 

1.5.3.   Hidrojen Peroksit (H2O2)……………………………… …………………………..33 

1.5.4.   Hidroksil Radikali (OH•–)…………………. ………………………………………33 

1.6.              Serbest Radikallerin Etkileri……………………………………………………….34 

1.7.   Antioksidan Savunma Sistemleri…………………………………..……………...34 

1.7.1.            Süperoksit Dismutaz 

   (Süperoksit Oksidoredüktaz, E.C:1.15.1.1, SOD) ……………………................35 

1.7.2.             Katalaz……………………………………………………………………………….38 

      vi 



1.7.3.              Glutatyon peroksidaz (GPx)…………………………….…………………………36 

1.7.4.             Glutatyon redüktaz (GR)…………………………………………………………..36 

1.7.5.              Glutatyon-S-transferaz (GST)……………………………………………………..36 

1.7.6.             Karoten……………………………….. …………………………………………….37 

1.7.6.1.  Deinoksantin……………………………………. …………………………………37 

 

2.   KAYNAK ÖZETLERİ………………… ………………………………………..39 

2.1.   D. radiodurans ‘ın Ağır Metal Giderimine Yönelik Çalışmalar……………….39 

2.2.    D. radiodurans ‘ın UV-C  Direncine Yönelik Çalışmalar………………………42 

2.3.  D. radiodurans ‘ın Antioksidan Enzim Kapasitesine  

Yönelik Çalışmalar………………………………………………………………….43 

 

3.   MATERYAL  VE  YÖNTEM..…. ……………………………………………...45 

3.1   Çalışmada kullanılan Deinococcus radiodurans ve  rekombinantları…………46 

3.2.   Araştırmada Kullanılan Besi Yerleri…………………..……….. ………………..46 

3.3.   Araştırmada Kullanılan Kimyasallar ve Ayıraçlar…………… ………………...47 

3.4.   Bakteri Stoklarının Hazırlanması………. ………………………………………...47 

3.5.   vgb Klonları…………………………………………………………………………48 

3.6.  Bakterilerin Üreme Eğrilerinin Çıkartılması:……………………….……………48 

3.7.   Bakterilerin UV-C Radyasyona Maruz Bırakılması ve  Canlı Hücre Sayımının 

Yapılması………………………………………………………………………….....49 

3.7.1.  Bakterilerin UV-C Radyasyona Maruz Bırakılması ve Enzim Aktivite Tayini 

İçin  Uygulaması Sonrası işlemler………………………………………………...50 

3.8   Enzim Aktivite Tayini……………………………………………………………...52 

3.8.1  Katalaz Enzimi Tayini……………………………………………………………...52 

3.8.2.   Süperoksit Dismutaz Enzim Tayini……………………………………………….52 

3.9.  Karetenoid Tayini……………………………………………………………..53 

3.10.   Total Protein Tayini………………………………………………………………...54 

3.11.   Bakterilere Ağır Metal Uygulaması…………………. …………………………..54 

3.11.1.  Cd Uygulamasının Üreme potansiyeli Üzerine  Etkisinin Saptanması 
………………………………………………………………………………………...55 

3.11.2.  Cr Uygulamasının Üreme potansiyeli Üzerine   Etkisinin Saptanması…… …55 

3.11.3.  Ağır Metal Biyosorpsiyonu………………. ……………………………………….55 

3.8.3.1. Optimum Doz ve Sürenin Belirlenmesi………………………………………...56 

3.8.3.2.  Optimum Sıcaklığın Belirlenmesi…………………………… …………………...56 

3.8.3.3. Optimum pH' nin Belirlenmesi ……………………… …………………………...56 

3.8.3.4.  Optimum Karıştırma Hızının Belirlenmesi………………… ……………………57 

3.9.  Bakterilerin metal uygulaması öncesi ve sonrası SEM fotoğraflarının 

saptanması……………………….……………………………………..……………57 

 

4.   ARAŞTIRMA BULGULARI…………………………………………………………..58 
4.1.   D. radiodurans ve Rekombinantlarının Üreme Eğrileri………………………...58 

4.1.1.   OD600 ile Üreme Eğrilerinin Çıkartılması………………………………………...58 

4.1.2.   Canlı Hücre Sayımı ile Üreme Eğrilerinin Çıkartılması………………………...58 

4.2.   UV-C Uygulaması Sonrası Canlı Hücre Sayıları………………………………...59 

4.3.   UV-C Uygulaması Sonrası Enzim Aktivitesi…………………………………….61 

4.3.1.   UV-C Uygulam ası Sonrası SOD Aktivitesi……………………………………..62 

4.3.2.   UV-C Uygulaması Sonrası KAT Aktivitesi…………………………………….62 

4.5.   UV-C Uygulaması Sonrası Karoten Miktarındaki Değişimler…………………64 

 

 

      vii 



4.6.   Bakterilerin Cd (II) Varlığındaki Üreme Potansiyelleri…………………………67 

4.7.    Bakterilerin Cr (III) Varlığındaki Üreme Potansiyelleri……………… ………..69 

4.8.   Bakterilerin Cd ( II) Biyosorpsiyonu……………………………….. ……………71 

4.8.1.   Doz- Süre Optimizasyonu………………………………………………………….71 

4.8.2.  Sıcaklık Optimizasyonu…………………………………………………………….73 

4.8.3.   pH Optimizasyonu…………………………………………………………………..74 

4.8.4.   Karıştırma Hızı Optimizasyonu……………………………………………………75 

4.9.   Bakterilerin Cr (III) Biyosorpsiyonu …………………………………. …………74 

4.9.1.            Doz- Süre Optimizasyonu…………………………………………………………..75 

4.9.2.            Sıcaklık Optimizasyonu…………………………………………………………….75 

4.9.3.   pH Optimizasyonu…………………………………………………………………..76 

4.9.4.   Karıştırma Hızı Optimizasyonu……………………………………………………77 

4.10.   Bakterilerin Metal Uygulaması Öncesi ve Sonrası SEM Resimler…………...78 

4.11.   Bakterilerin UV-C Uygulaması Öncesi ve Sonrası SEM Resimleri………….81 

 

5.   TARTIŞMA VE SONUÇ…………………………………………………………83 

5.1.   Ağır Metal Uygulamasının Bakterilerin Üreme Potansiyelleri Üzerine 

Etkisi…………………………………………………………………………..89 

5.2.   Ağır Metal Biyosorpsiyonu……………………………………………….......93 

5.3.   UV-C Uygulaması, Enzim ve Karoten Tayini…...…………………...............96 
 

6.   KAYNAKLAR……………………………………………………………………...97 

 

ÖZGEÇMİŞ………………………………………………………………………..109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      vii 



ŞEKİLLER DİZİNİ  

 

 

Şekil 1.1  Cr (VI) ve Cr (III) reaksiyonları ………………. …………………………………..5 

Şekil 1.2  Mikroorganizmaların metallerle ilişkilerine göre biyoremediasyon teknikleri 

…………………………….…………………..…………………………………...8 

Şekil 1.3 Biyosorppsiyon mekanizması (a) Hücre metobolizmasına göre sınıflandırılmış  

(b) Metal alımının gerçekleştiği bölgelere göre sınıflandırılmış……………11 

Şekil 1.4  Bakteriyel biyomaslarda biyosorpsiyon çalışmaları…………………………..12 

Şekil 1.5  UV Radyasyon ve Hücresel Etkileri ...........…………………………………..15 

Şekil 1.6.       DNA' da UV ve IR' nin neden olduğu hasarlar..........................................17 

Şekil  1.7  Deinococcus radiodurans…………………. ……………………………………...18 

Şekil 1.8  D. radiodurans' ın hücre duvarının çok tabakalı yapısı……………………….20 

Şekil 1.9 A: Ekstraselüler proteolizis, B: Glukozun dNTPs' e dönüşümü için Pentoz 

fosfat yolu(PPP) C: Karbohidrat ve polifosfat granülleri ………….…………22 

Şekil 1.10  16S rDNA - rRNA analizlerine göre filogenetik dendrogram ……………......23 

Şekil 1.11   D.radiodurans' da iyonize radyasyon direncine katkıda bulunan faktörler 

(hücresel temizlik, antioksidan savunma ve DNA tamiri.………….................26 

Şekil 1.12.   D. radiodurans ' da Enzimatik(A) (Tian, 2004)  ve Enzimatik olmayan  

(B) (Tian vd., 2007)  antioksidan savunma. ………………………………….27 

Şekil 1.13  Vitreoscilla hemoglobininin yapısı……………………………………………29 

Şekil 1.14 Vitreoscilla hemoglobininin potansiyel uygulamaları………………..............30 

Şekil 1.15 Serbest radikallerin oluşmasına neden olan eksojen ve endojen faktörler…….32 

Şekil 1.16  Reaktif oksijen türleri………………………………………………………………………35 

Şekil 1.17 β- Karotenin moleküler yapısı ……………….…………………………………..37 

Şekil 1.18  Deinoksantin' in moleküler yapısı ……………………………………………...37 

Şekil  3.1  D. radiodurans ve rekombinantları………………………………………………..46 

Şekil  3.2  pUC8 ve puc8:15 plazmitlerinin fiziki haritası ……………………………...48 

Şekil  3.3 Bakterilerin UV-C radyasyona maruz bırakılması……………….. …………….50 

Şekil  4.1  D. radiodurans yabanıl (W), vgb+(vgb) ve vgb-(pUC8) bakterilerinin zamana 

bağlı üreme grafikleri…………………………………………………………….…58 

Şekil 4.2  D. radiodurans yabanıl (W), vgb+(vgb) ve vgb-(pUC8) bakterilerinin canlı 

hücre sayılarına bağlı üreme grafikleri.. ………………………………..………...59 

Şekil 4.3  D. radiodurans (Yabanıl) ' in UV-C uygulamasının üreme potansiyeli üzerine 

etkisi……………………………………………………………………………...…..60 

Şekil 4.4 D. radiodurans (vgb) ' in UV-C uygulamasının üreme potansiyeli üzerine 

etkisi…………………………………. ………………………...……………………60 

Şekil 4.5  D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulamasının üreme potansiyeli üzerine 

etkisi.……………………………......................................................................61 

Şekil 4.6  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 6 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler.............................................. 64    

Şekil 4.7  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 12 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler ……………….. …...………65 

Şekil 4.8  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 24 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler ……………………...……..64 

Şekil 4.9  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 48 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler.…… ……… ………………65 

 



 

Şekil 4.10  D. radiodurans ve rekombinantlarının Cd varlığında üreme potansiyelleri a) D. 

radiodurans (yabanıl), b) D. radiodurans (vgb ), c) D. radiodurans 

(pUC8)…………………………………………………………………………….....66 

Şekil 4.11  D. radiodurans ve rekombinantlarının Cr varlığında üreme potansiyelleri a) D. 

radiodurans (yabanıl), b) D. radiodurans (vgb ), c) D. radiodurans (pUC8 

……. ……………………………………………………………………………..…...67 
Şekil 4.12  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerinfarklı sıcaklıklardaki 

biyosorpsiyon %'leri…………………………………………………...……...70 

Şekil 4.13  D. radiodurans ve rekombinant bakterilerin farklı pH' lardaki biyosorpsiyon 

kapasiteleri…………………………………………………………………….71 

Şekil 4.14  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının farklı karıştırma hızlarındaki 

biyosorpsiyon kapasiteleri…………………………………………………….72 

Şekil 4.15  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerin farklı sıcaklıklardaki 

biyosorpsiyon %' leri……………………………………...……………..........77 

Şekil 4.16  D. radiodurans ve rekombinant bakterilerin farklı  pH' lardaki biyosorpsiyon 

kapasiteleri…………………………………………………………………….75 

Şekil 4.17  D. radiodurans ve rekombinant bakterilerin  farklı karıştırma hızlardaki 

biyosorpsiyon kapasiteleri…………………………………………………….76 

Şekil 4.18  D. radiodurans (yabanıl)' in 1500 ppm Cd ve Cr varlığında hücre 

morfolojisinde meydana gelen değişiklikler a) D. radiodurans (yabanıl)' in 

normal hücre yapısı, b) Cr varlığındaki hücre morfolojisi, c) Cd varlığındaki 

hücre morfolojisi………………………………………………………………77 

Şekil 4.19   D. radiodurans (vgb)' in 1500 ppm Cd ve Cr varlığında  hücre morfolojisinde 

meydana gelen değişiklikler a) D. radiodurans (vgb)' in normal hücre yapısı, b) 

Cr varlığındaki  hücre morfolojisi, c)  Cd varlığındaki hücre morfolojisi……78 

Şekil 4.20  D. radiodurans (pUC8)' in 1500 ppm Cd ve Cr varlığında hücre 

morfolojisinde meydana gelen değişiklikler a) D. radiodurans (pUC8)' in 

normal hücre yapısı, b) Cr varlığındaki hücre morfolojisi, c) Cd varlığındaki 

hücre morfolojisi…………………………………………………..………….79 

Şekil 4.21  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 48 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası Hücre yapılarında meydana gelen d eğişimler. a) D. radiodurans 

(yabanıl), b) D. radiodurans (vgb), c) D. radiodurans (pUC8)………………...81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      x 



ÇİZELGELER DİZİNİ 

 

Çizelge  1.1 Geleneksel metal uzaklaştırma yöntemlerinin avantaj ve 

dezavantajları………………………………………………………...………9 

Çizelge 1.2               vgb/VHb teknolojisini Biyoremediasyon uygulamaları………………..29 

Çizelge 1.3              Reaktif oksijen Türleri.............................................................................32

           

Çizelge 1.4                 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar……………………….35 

Çizelge 3.1    TGY Broth Besiyerinin İçeriği (g L-1)…………………………………...47 

Çizelge 4.1        Bakterilerin üreme fazları………………………….. …………………….58 

Çizelge 4.2 Farklı dozlarda UV-C radyasyon uygulanan D. radiodurans ve 

rekombinant       bakterilerde süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz 

(KAT)  aktivitesi……………………………………………………………61 

Çizelge 4.3 D. radiodurans yabanıl ve rekombinant bakterilerin Cd(II)' i belli doz 

ve sürelerde biyosorbe etme %' leri a) D.radiodurans (yabanıl) 

 b) D.radiodurans (vgb) ve c) D.radiodurans (pUC8) ………………...69 

Çizelge 4.4  D. radiodurans yabanıl ve rekombinant bakterilerin Cr(III)' i belli doz 

ve sürelerde biyosorbe etme %' leri a) D.radiodurans (yabanıl) b) 

D.radiodurans (vgb) ve c) D.radiodurans (pUC8) ………………….…74 

Çizelge 4.5  D. radiodurans(yabanıl) ve rekombinantlarının Cd ve Cr için 

optimizasyon koşulları……………………………………………….…….77 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      xi 



SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Molar( Mol/litre)         M 

Milimolar          mM 

Mikromolar          μM 

Celcius derece          ◦C 

Gram             g 

Mikrogram           μg 

Litre            L 

Mililitre           ml 

Mikrolitre            μl 

Ultraviyole C          UV-C 

Watt             W 

Mikrowatt          µW 

Optik Dansite           OD 

Hidrojen İyon Konsantrasyonunun eksi logaritması      pH 

Glutatyon           GSH 

Glutatyon redüktaz         GSH-R 

GlutatyonS-transferaz          GST 

Reaktif Oksijen Türleri         ROT 

Süperoksit dismutaz         SOD 

Katalaz           CAT 

Glutatyon peroksidaz          GSH-Px 

Lipid hidroperoksitler          ROOH 

Hidrojen peroksit           H2O2 

Süperoksit radikali            O2
.- 

Hidroksil radikali                                  .OH 

Etilendiamin tetra asetik asit         EDTA 

Atomik Absorpsiyon Spektrometresi        AAS 

Taramalı Elektron Mikroskobu                     SEM 

 

      xii 



 

  



1 
 

1. GİRİŞ 

 

1.1.  Stres 

 “Stres” kavramı bir canlının normal halini tehlikeye sokan, kapasitesini azaltıcı 

ve zorlayıcı olarak değerlendirilen, canlı ve çevre arasındaki etkileşim olarak 

tanımlanmaktadır. Stresin oluşması için, canlının içinde bulunduğu ya da yaşamını 

sürdürdüğü ortam ve çevrede meydana gelen değişimlerin, canlıyı belli düzeyde 

etkilemesi gerekmektedir. Birçok canlıda stres yanıtları, stres etkenlerine karşı koymak 

ve onunla başa çıkmaya çalışmak amacıyla doku ve organ fonksiyonlarında 

değişimlerle başlamakta ve homeostasis sürecinden uzaklaşma ile sonlanmaktadır. 

Sözü edilen bu değişimler organizmadan organizmaya değişiklik gösteren ama benzer 

karakteristiğe sahip fizyolojik yanıtlardır (Dönmez vd., 2006). 

 

 Stres ilgili olduğu alana göre farklı şekillerde sınıflandırılmaktadır; 

 

                                           Isı, basınç, elektrik akımı, ultrasonik dalgalar, ışık/radyasyon 

    ve ozmotik şok, 

 

          Asitler, tuzlar ve oksitleyiciler, 

 

          Mikrobiyal metabolitler, antagonizma ve yarışmacı flora. 

     

 Ekosistemde özellikle organik kirleticiler ve ağır metallerin yarattığı stres 

koşullarından birincil olarak etkilenen canlı grubu bakteri ve fungus gibi 

mikroorganizmalardır. Bu organizmalar çevresel stresle başedebilmek için savunma 

cevabında önemli olan genlerin sentezini düzenleme gibi çeşitli savunma mekanizmaları 

geliştirilmektedirler. Bir mikroorganizma karşılaşmış olduğu strese farklı yanıtlar 

verebilmektedir. Bakteriler zayıf stres olarak adlandırılan sublethal bir stres ile 

karşılaştıklarında, sayılarında bir azalma meydana gelmemektedir. Fakat üreme 

oranında durma veya azalma ile sonuçlanmaktadır (Dikici., 2009). 

 

 

 

Fiziksel Stresler; 

 

Kimyasal Stresler; 

 

Biyolojik Stresler; 
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1.1.1. Ağır Metal Stresi 

 Fiziksel özellikleri bakımından yoğunluğu 5 g/cm3 ten daha yüksek olan 

metaller ağır metal olarak adlandırılmaktadır. Bu gruba kurşun, kadmiyum, krom, 

demir, kobalt, bakır, nikel, civa ve çinko olmak üzere 60’tan fazla metal girmektedir 

(Türkman vd., 2001; Hu., 2000).  

 Endüstriyel devrimle başlayan hızlı sanayileşmenin bir sonucu olarak ağır metal 

kirliliği bugün gelişmekte olan birçok ülkenin en önemli çevresel sorunlarından biri 

haline gelmiştir. Başlıca kaynağını fosil yakıtların kullanımı, madencilik, ağır sanayi 

kuruluşları ve tarımda kullanılan fertilizerler ve kimyasal ilaçların oluşturduğu (Florea 

ve Büsselberg, 2006) toksik metaller, biyolojik olarak ortadan kaldırılamaması ve canlı 

organizmalarda birikebilmelerinden dolayı insanların da dâhil olduğu birçok canlı için 

önemli bir risk oluşturmaktadır (Linde vd., 1996; Shukla vd., 2010; Ilijin vd., 2010). 

 Ağır metalleri bileşimleri açısından çeşitli şekillerde sınıflandırmak mümkündür. 

Toksisitelerine göre metaller üç sınıfa ayrılmaktadır. Bunlar; 

 

                 civa, kurşun, kadmiyum ve krom VI 

 

                                                                                     

        

             bakır, nikel, kobalt ve çinko 

   

 

                

            uranyum  vb.  

           (Vijayaraghavan vd., 2008) 

 

  

 Bazı toksik metallerin özellikleri ve organizmalar üzerindeki etki şekilleri 

aşağıda verilmiştir;     

 

 

 

    Toksik Metaller 

     Yüksek Konsantrasyonda               

 Toksik Metaller 

    Yüksek Oranda Toksik   ve   

 Radyoaktif Metaller 
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1.1.1.1. Kurşun (Pb) 

 

 Kurşun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en çok zarar veren ilk metal olma 

özelliği taşımaktadır. Kurşun atmosfere metal veya bileşik olarak yayıldığından ve her 

durumda toksik özellik taşıdığından (çalışma ortamında izin verilen sınır 0,1 mg/m3) 

çevresel kirlilik yaratan en önemli ağır metaldir. Ekolojik olarak kurşun katı olarak 

çökme eğilimindedir ve özel durumlar dışında kompleks oluşturmaz (Bigersson vd., 

1988). Genellikle doğaya salınan kurşun zor çözünür bileşikler (Pb3(PO4)2, Pb4O(PO4)2, 

Pb5(PO4)3OH, (PbCO3) (PbS) oluşturur. Bu nedenle beslenme zincirinde yer alan 

bitkilerden kurşun alınımı sözkonusu değildir  (Brim vd., 2000).  Besin zincirinde 

kurşun yayılımı genellikle midye türü kalsiyumlu kabuklular üzerinden ve kalsiyuma 

bağlı olarak gerçekleşir. Tek hücreli canlıların ve balıkların 0,04 – 0,198 mg/l inorganik 

kurşun içeren suları tolere edebildikleri ancak daha düşük miktarlarda kurşunun besin 

yoluyla alınmasında akut zehirlenme gösterdikleri bilinmektedir (Duffus ve Worth, 

1996). 

 Kurşun, proteinler üzerindeki sulfidril, fosfat ya da karboksil gruplarına 

bağlanarak enzimleri etkisizleştirir, ayrıca kalsiyum, çinko ve demir ile etkileşir. 

Böylece hücre zarlarını etkiler, sinirsel iletiyi bozar, hücrenin redoks olaylarını etkiler 

ve nükleotid metabolizmasını bozarak çoklu sistem hasarı oluşturmaktadır. 

 

1.1.1.2. Kadmiyum (Cd) 

 

 Kadmiyum,  Cd- Ni pillerin üretiminde olduğu kadar belli boya ve plastikler için 

bir pigment olarak kullanımını da kapsayan çeşitli endüstriyel proseslerde yaygın bir 

şekilde kullanılmaktadır. Kadmiyum, çeşitli hücresel zararlara neden olan ve biyolojik 

olarak elzem olmayan iki değerlikli  tehlikeli bir metaldir. Önemli bir çevresel kirletici 

olan kadmiyum, muhtemel etkisini diğer metallerin yerlerine geçerek ve esas 

metaboliklerle rekabet ederek göstermektedir (Gregory., 1997). Cd toksisitesinin altında 

yatan moleküler mekanizmalar çok çeşitli ve komplekstir. Diğer iz elementlerin 

(örneğin Cr, Fe ve Cu) aksine Cd, aktif bir redoks metali değildir ve bu yüzden de 

reaktif oksijen türlerinin (ROT) üretimi için elektron transfer reaksiyonlarını direkt 

olarak katalizlemez (McMurrey ve Tainer, 2003).  Fakat Cd’nin indirekt olarak 

glutatyon, metallotiyoninler ve proteine bağlı sülfidril grupları gibi serbest radikal 

temizleyicilerin miktarındaki azalma  ile protein ve membran lipitlerinin oksidasyonuna 
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ve DNA hasarına yol açmaktadır (Tang ve Enger, 1993; Ilijin vd.,.2010).  Hücre içi 

Cd’nin, membran bütünlüğünü bozması ve DNA’da tek zincir kırıklarına neden 

olmasının yanında DNA mismacth tamir sisteminin, nükleik asit ve protein sentezinin 

inhibitörü olarak bilinmektedir (Mikhailova vd., 1997). Cd’nin çevreye salınımındaki 

artış ve canlı sistemler üzerindeki toksik etkisi,  göz önüne alındığında organizmaların 

Cd’ye maruz kaldıkları durumda buna nasıl cevap oluşturduklarının bilinmesi  önem arz 

etmektedir (Lijun vd., 2005). 

  

1.1.1.3. Krom (Cr) 

 

 Krom periyodik tablonun IV B gurubunda bulunan bir geçiş metalidir. Krom çok 

farklı formlarda bulunabilmesine rağmen en yaygın ve kararlı formları, üç değerlikli Cr 

(III) ve altı degerlikli Cr (VI) türleridir. Krom, çevrede doğal olarak trivalan (+3) 

formuyla Cr2O3 seklinde bulunmaktadır (Muter vd., 2001). Cr (III) yeraltı suyunda çok 

az çözünmekte ve toprak tarafından kuvvetlice tutulmaktadır. Cr (III)’ün 

çözünürlüğünün yok denecek kadar az olması, çevrede yaratacağı toksik etkiyi de en 

aza indirmektedir. Buna rağmen Cr (VI) yüksek derecede çözünür olmakla birlikte 

oksijen ile birleşerek kromat (CrO4
-2) veya dikromat (Cr2O7

-2) iyonu şeklinde 

bulunmaktadır. Taşınabilirliği de Cr (III)’e göre çok daha fazladır. Cr (VI) çok güçlü bir 

oksitleyici ajandır ve organik madde varlığında Cr (III)’e indirgenmektedir. Bu 

indirgenme asit içeren topraklarda olduğu gibi, asitli çevrelerde daha hızlı olmaktadır. 

Cr (VI), prokaryotik ve ökaryotik hücrelerin membranlarından kolayca geçebilmektedir 

(Cervantes vd., 2001). İnsanlarda akciğer kanserine, kromat ülserine, nazal septum 

delinmesine ve böbrek hasarına neden olmaktadır (Bhide vd., 1996). 

 Krom (VI); biyolojik sistemlerde bulunan en toksik ve mutajenik metal 

iyonudur. Bu toksisitenin nedeni; sülfat iyonu kanalları yardımıyla membranı kolayca 

geçebilen hekzavalent Cr iyonlarıdır. Membranı geçen iyonlar redüksiyon tepkimelerine 

katılarak çesitli reaktif ara ürünlerin oluşmasına neden olurlar. Bu ara ürünler de hücre 

organellerine, proteinlere ve nükleik asitlere zarar verirler (Ting ve Lawson, 1991). 

 Krom (III) proteinler ve nükleik asitlerle etkileşime girebilmektedir. Krom 

klorür (CrCl3) ile yapılan çalışmalarda, nükleik asit sentezinin başlamasında gecikme ve 

dolayısıyla nükleik asit içeriğinde azalma belirlenmiştir. Potasyum dikromat (K2Cr2O7) 

ile yapılan deneylerde de hücre bölünme süresinin uzaması ve hücre bölünmesinde 

azalma kaydedilmiştir. Potasyum dikromat (K2Cr2O7), DNA sentezini fazlasıyla 
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etkilemekte ve etkisini muhtemelen DNA polimerazı etkileyerek yapmakta, ikili sarmal 

DNA ile etkileşime girmektedir. İkili sarmal DNA, bazlar arasındaki H bağları ve 

buradaki negatif yüklü fosfatların karşılıklı olarak birbirini itme kuvveti ile kararlı 

formda tutulmaktadır. Krom klorürdeki Cr (III), negatif yüklü fosfat gruplarına 

bağlanmaktadır. Böylece negatif yüklü fosfatlar nötralize olmakta, Cr (III)‘ün 

arttırılmasıyla DNA’daki bazlar arasındaki zayıf H bağları kopmakta, DNA kararlı 

yapısını kaybetmekte ve erime sıcaklığı düşmektedir (Cervantes vd., 2001). 

 

 

Şekil 1.1. Cr (VI) ve Cr (III) reaksiyonları (Hawley vd., 2004). 

 

1.1.1.4. Civa (Hg) 

 

 Civa oda sıcaklığında sıvı halde olan tek metal olup, kolayca 

buharlaşabilmektedir. Tepkimeye girmemiş metalik civa (Hg0), inorganik ve organik 

civa bileşikleri kağıt, deri, boya endüstrisinde ve elektrikli aygıtlar, pil, termometre gibi 

ölçüm gereçlerinde, antiseptik olarak, diş hekimliğinde amalgam yapımında 

kullanılmaktadır. Civa, klorur ve yakıcı madde üretiminde elektroliz basamağında ve 

altının arıtılmasında da yaygın olarak kullanılmaktadır. Civanın toksik etkisi kimyasal 

bileşimine ve karşılaşma yoluna göre değişir. Zehirlenme daha çok metalik cıva 

buharının solunması sonucu olur. Buharı renksiz ve kokusuz olduğundan varlığı fark 

edilmeyebilir. Civa organizmada sulfidril gruplarıyla etkileşime girer, enzim etkinliğini 

bozar, hücre ölümüne neden olur (Amachi vd., 2010; Green vd., 2012) 
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1.1.2. Metallerin Ekosistem ve Mikroorganizmalar Üzerine Etkisi 

 

 Endüstriyel atık suların bırakılması sonucu sudaki ağır metal kirliliği, sucul 

ekosistemleri tehdit eden en önemli sorunlardan biridir. Endüstriyel aktivitelerinin 

yaygın olarak kullanımının artması çevredeki ağır metallerin de hızla artmasına yol 

açmaktadır. Ağır metaller çevreye, hayvanlara ve insanlara ciddi toksik etkilerde 

bulunmaktadır. Metaller diğer toksik kirleticilerden farklı olarak biyodegrade olmazlar 

ve canlı dokular içersinde birikebilir ve sonuç olarak da besin zincirinde yoğun olarak 

bulunabilirler. 

 Metaller, mikroorganizmaların hücre zarını, sitoplazmasını, metabolizmasını ve 

yapısal işlevlerini bozmak suretiyle olumsuz yönde etkilemektedirler. Metabolizma 

üzerindeki etkileri ise transkripsiyonun inhibisyonu, hücre membranının bozulması, 

translasyonun inhibisyonu, DNA tahribi, hücre bölünmesinin inhibisyonu ve protein 

denatürasyonudur. Mikroorganizmalar bünyelerine çeşitli yollarla giren metallerin 

toksisitesinden korunmak için bazı savunma mekanizmaları geliştirmiştir. Bu savunma 

mekanizmaları arasında; pozitif yüklü iyonların negatif yüklü hücre yüzeyine (dış zar ya 

da hücre membranına) bağlanması, bu metalleri hücrenin ekzopolisakkarit (EPS) olarak 

da bilinen hücre dışı polimerik maddelere bağlaması, volatilizasyon, hücre içinde 

indirgeme, moleküler pompa, hücre içinde alıkoyma, sitoplazmada metallotiyonein gibi 

proteinlerin üretimi, sitoplazmada metal tuzları olarak presipite etme yer almaktadır.  

 Mikroorganizmalar metallere çeşitli şekillerde direnç gösterebilmektedir. Bu 

direnç mekanizmalarından bazıları aşağıda incelenmiştir. 

 

1.1.2.1. Ekzopolisakkarit Üretimi 

  Bazı mikroorganizmaların hücre yüzeylerinde metalleri bağlayarak hücreye 

girmelerini engelleyen EPS olarak adlandırılan bir tabaka bulunur. Bu tabakanın pek 

çok metal iyonunu bağladığı gösterilmiştir. Bazı bakterilerin metalli ortamda EPS 

üretimini arttırdıkları bilinmektedir. Ayrıca ekstrasellüler (siderofor) selat bileşikler de 

metalleri hücre dışında bağlayarak detoksifiye ederler. Siyanobakterilerde bakır 

toksitesinin hücreden salgılanan siderophore ile azaltıldığı gösterilmiştir (Madigan vd., 

1997). 
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1.1.2.2. İndirgeme 

 

 Bazı metaller sıfır değerlikli hale indirgenerek detoksifiye edilirler. Örneğin iki 

değerlikli civa Gram negatif Pseudomonas aeruginosa bakterisinin plazmidinde 

bulunan mer operonu olarak adlandırılan genlerle sıfır değerlikli hale indirgenir. 

Periplazmik Hg+2 bağlayıcı MerP proteini civayı membranda transport proteini olan 

MerT’ye verir. Sitoplazmada bulunan civa redüktaz enzimi (MerA) civayı indirger. Bu 

şekilde oluşan sıfır değerlikli civa buharlaşarak hücreyi terk eder. İndirgeme krom 

detoksifikasyonunda da görülür. Kromat redüktaz olarak adlandırılan enzim altı 

degerlikli çözünebilir formdaki toksik kromu, çözünemez üç değerlikli forma indirger. 

Enzim hücre içinde ise krom hücre içinde biriktirilir. Enzim hücre membranında ise 

krom hücreye girmeden hücre dışında indirgenir. Sonuçta oluşan üç değerlikli krom 

çözünemediği için hücrelere girip toksik etki gösteremez ve çökerek ortamdan 

uzaklaştırılmaktadır (Madigan vd., 1997). 

 

1.1.2.3. Biyobirikim 

 Bazı mikroorganizmalar metalleri hücre içlerinde biriktirirler. Ökaryot 

mikroorganizmalar vakuollerinde biriktirebilir. Bazı hücreler sentezledikleri 

Metallothionein benzeri proteinlerle hücre içinde metalleri bağlarlar. Metal bulunan 

ortamlarda bazı mikroorganizmalar tarafından üretilen metallothioneinler, küçük 

moleküler ağırlıklı sisteince zengin proteinlerdir. Bazı hücreler metal tuzları şeklinde 

hücrede metalleri çöktürürler (Aksu ve Dönmez, 2000a). 

 

1.1.2.4. Hücre Dışına Pompalama 

 

  Bazı metaller hücre dışına membran taşıyıcı proteinleri yardımıyla 

çıkarılmaktadır (Madigan vd., 1997). 

 

1.1.3. Biyosorpsiyon 

 Bazı metaller hücre dış membranındaki ya da hücre duvarındaki karboksil, 

amino, tiyol ya da hidroksil gruplarına bağlanarak pasif olarak hücre dışında tutulur 

(Kapoor ve Viraraghavan, 1995). Bir hücre metalli ortamda yukarıdaki mekanizmaların 

bir ya da daha fazlasını kullanarak ağır metalleri detoksifiye edebilir. 
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Şekil 1.2. Mikroorganizmaların metallerle ilişkilerine göre biyoremediasyon teknikleri 

(Prakash vd., 2013). 

 Ağır metallerin gerek endüstriyel atık sulardan ve gerekse ağır metal ile 

kirlenmiş/kirletilmiş çevresel su kaynaklarından uzaklaştırılmasında çeşitli kimyasal ve 

fiziksel süreçler kullanılmaktadır. Ancak bu yöntemlerin ekonomik olmayışları ve elde 

edilen arıtım düzeyinin yeterli olmaması nedeniyle bu alanda önemli bir potansiyele 

sahip mikroorganizmaların etkin bir şekilde kullanıldığı ve tercih edildiği görülmektedir 

(Volesky, 1990; Gadd, 1990a; Gadd, 1990b; Matheickal ve Yu,  1997). Bu amaçla 

çeşitli bakterilerin, fungusların ve alglerin kullanıldığı bilinmektedir (Fourest ve Roux, 

1992; Sağ vd., 1998; Aksu, 2001; Veglio ve Beolchini, 1997; Akar vd., 2006; Çabuk 

vd., 2006; Tunalı vd., 2006;  Brady ve Duncan, 1994). Bu mikroorganizmaların sahip 

oldukları biyomoleküller gerek canlı ve gerekse ölü biyokütlelerin yüksek bir metal 

ilgisine sahip olmasını sağlamakta ve dolayısıyla çok yüksek bir biyosorpsiyon 

kapasitesi sunmaktadırlar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Biyotransformasyon 

Biyoakümülasyon 

Biyosorpsiyon 

Biyolojik 

özümleme 

Kemisorpsiyon 

Biyomineralizasyon 

Biyodegredasyon 

Mikroorganizma 
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Çizelge 1.1. Geleneksel metal uzaklaştırma yöntemlerinin avantaj ve dezavantajları 

 

Metot Avantaj Dezavantaj 

Kimyasal çöktürme ve 

filtrasyon 

Basit 

Ucuz 

Yüksek konsantrasyonlarda    

zor ayrılma 

Etkin değil 

Aktif çamur oluşumu 

Elektrokimyasal yöntemler Metali geri elde etme Pahalı olması 

Sadece  yüksek  

konsantrasyonlarda  etkin olması 

Kimyasal  oksidasyon  ve 

indirgenme 

inaktivasyon Ortam hassasiyeti 

İyon değişimi Etkin arıtım ve saf atık 

Metalin geri kazanımı 

Partiküllere hassas ve reçinelerin 

pahalı olması 

Buharlaştırma  Saf atık elde etme Fazla enerji gereksinimi 

Pahalı olması 

Aktif çamur üretimi 

Ters ozmoz Geri dönüşüm için saf atık eldesi Yüksek basınç 

Membran boyutu 

Pahalı olması 

 Biyosorpsiyon, endüstriyel atıkların giderimi için umut verici alternatif bir 

yöntemdir, bunun başlıca nedeni düşük maliyetinin olması ve yüksek metal bağlama 

kapasitesidir. Biyosorpsiyon, metabolizma yoluyla aktif olarak veya bazı fiziksel ve 

kimyasal proseslerle pasif olarak meydana gelebilmektedir. Biyolojik materyaller 

kullanılarak atık sulardan ya da topraktan ağır metallerin metabolizmalar aracılığı ile 

biriktirilmesi ya da fizikokimyasal yollarla alımı olarak tanımlanan, biyosorpsiyon için 

yaygın olarak kullanılan biyosorbentler ise algler, bakteriler ve mayalardır (Fourest ve 

Roux, 1992; Volesky, 1986; Vijayaraghavan, 2008). 
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1.1.3.1. Biyosorpsiyon Mekanizmaları 

 

 Biyosorpsiyon mekanizmaları mikroorganizma yapılarının kompleks olması 

nedeni ile çeşitlilik göstermektedir. Bu mekanizmalar iki ana başlık altında toplamak 

mümkündür. Şekil 1.3’de bakteriyal biyomaslarda biyosorpsiyon mekanizmaları 

özetlenmektedir. 

Hücre metabolizmasına dayalı biyosorpsiyon; 

 *   metabolizmaya bağlı 

 *  metabolizmaya bağlı olmayan 

Metalin uzaklaştırıldığı bölgeye dayalı biyosorpsiyon;  

  * ekstrasellüler akümülasyon / presipitasyon 

 *  hücre yüzeyi sorbsiyonu 

 *  intrasellüler (hücre içi) akümülasyon 

 

 Metal ve hücre yüzeyindeki fonksiyonel gruplar arasındaki fizikokimyasal 

etkileşim sırasında fiziksel adsorpsiyon, iyon değişimi ve kompleks oluşumu gerçekleşir 

ve buna hücre yüzeyinde sorpsiyon denir ve metabolizmadan bağımsızdır. Mikrobiyal 

biyokütlenin hücre duvarı büyük oranda polisakkarit, protein ve yağları içeren çok 

sayıda metal bağlama fonksiyonel gruplarına sahiptir. Bu gruplar; karboksilik, hidroksil, 

sülfat, fosfat ve amino gruplarıdır. Bu fizikokimyasal metal biyosorpsiyonu, 

metabolizmadan bağımsızdır ve nispeten hızlıdır. Alglerle 5-10 dakika içerisinde 

gerçekleşir (Zhang ve Majidi, 1994; Stevenson vd., 1996) ve metaller geri kazanılabilir 

( Kuyucak ve Volesky, 1988; Veglio ve Beolcini, 1997). 

 

a) 
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b) 

 
 

 

Şekil 1.3. Biyosorpsiyon mekanizması (a) Hücre metobolizmasına göre sınıflandırılmış 

(b) Metal alımının gerçekleştiği bölgelere göre sınıflandırılmış 

 

 Metal bağlama süreci iki basamakta gerçekleşmektedir. Birinci basamak, hücre 

duvarında metal ve reaktif kimyasal gruplar arasında sitokiometrik etkileşimdir, ikincisi 

ise artan metal miktarlarının inorganik birikimidir. Bakteri hücre duvarı, metal iyonları 

ile temasta bulunan ilk bileşendir. Ölü veya inaktif hücre ile metal sorpsiyonunun tipi 

ekstrasellüler olduğu için hücre duvarının kimyasal fonksiyonel grupları 

biyosorpsiyonda önemli rol oynamaktadır. Bakteri hücre duvarında bulunan fonksiyonel 

gruplar karboksil, fosfonat, amin ve hidroksil gruplarıdır (Vijayaraghavan, 2008). 

 Bakteri ve siyanobakterilerin hücre duvarları temelde peptid zincirleri ile birlikte 

N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM) disakkaritlerini içeren 

peptidoglikan tabakadan meydana gelmiştir. Gram negatif bakterilerin hücre duvarı, 

Gram pozitiflere nazaran daha ince olup, kuvvetli çapraz bağlara sahip değildir. Dış zar 

lipopolisakkarit (LPS), fosfolipid ve protein tabakalarından oluşmaktadır. 

 Cd2+ biyosorpsiyonu açısından Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri 

karşılaştırmışlar ve Gram pozitif bakteri hücre duvarlarında bulunan glikoproteinlerin, 

LPS ve fosfolipidlerden daha fazla Cd2+’u bağlama bölgesine sahip olduğunu, ayrıca her 

iki grubun da metal bağlama açısından farklı kapasitelere sahip oldukları rapor 

edilmiştir. Bakteri hücre duvarlarının yapısında sadece bu yapılar metal bağlama görevi 

yapmazlar, bundan başka Gram pozitiflerde teikoik asit ve teikronik asitte metal 

bağlamada önemli rol oynamaktadır. E. coli dış zarında bulunan fosfolipid ve LPS’nin 
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sahip olduğu fosforil grupları da metal katyonlarının bağlanabileceği muhtemel bölgeler 

arasında yer almaktadırlar ( Gourdon vd., 1990; Sağlam ve Cihangir, 1995) 

 

 

 

Şekil 1.4. Bakteriyel biyomaslarda biyosorpsiyon çalışmaları (Sud vd., 2008) 

 

 

1.1.3.2. Biyosorpsiyon Üzerine Etki Eden Faktörler  

 

 Özellikle biyolojik olarak parçalanması zor olan kirleticilerin (metal ve boya) 

sudan uzaklaştırılması için kullanılan bu teknikte kirleticiler bakteri, fungus ve algler 

gibi biyolojik materyallere bağlanmaktadır. Günümüz çalışmaları kesikli denemelerde 

süreci etkileyen faktörler üzerine odaklanmıştır. Bu faktörler arasında; solusyon pH’ı, 

sıcaklık, iyonik kuvvet, biyosorbent miktarı, biyosorbent boyutu, ilk solut 

konsantrasyonu, çalkalama hızı yer almaktadır. 

 Solusyon pH’sı biyosorpsiyonda önemli rol oynamaktadır. Yüksek solusyon 

pH’ında metal komplekslerinin çözünebilirliği presipitasyonu takiben azalır, bu da 

prosesi komplike hale getirmektedir. Örneğin bakteriyel biyokütle ile metal iyonlarının 

biyosorpsiyonu süresince iyon değişim mekanizması ile metal katyonlarının 

bağlanmasından sorumlu negatif yüklü karboksil gruplarından (pKa=3-5) dolayı 

biyosorpsiyon pH’ının 3-6 olması uygun bulunmuştur (Vijayaraghavan, 2008). 
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 Metal alımının pH’ya bağlı olması, sorpsiyon ortamının yüzeyindeki protonlar 

ve metal katyonları arasındaki rekabetle ilişkilidir. Düşük pH’da H+ iyonu 

konsantrasyonu fazla olacağından metal katyonundan ziyade hücre yüzeyine daha çok 

H+ iyonu tutunacaktır. Hücre yüzeyleriyle metal arasındaki bu farklı kimyasal 

etkileşmeler sonucunda metal iyonları için çeşitli pH’larda farklı tutma kapasiteleri 

olabilmektedir. Solusyonun kimyası bakteriyel yüzey kimyasını da etkilemektedir. pH 

arttıkça solusyondaki metal iyonları hidrolize uğramaktadır (Koçberber ve Dönmez, 

2008). 

 Metal alımını etkileyen faktörlerden bir diğeri ise sıcaklıktır. Biyosorpsiyon 20-

35oC arasındaki değerlerden daha az etkilenmektedir. Yüksek sıcaklık, sıvının kinetik 

enerjisini ve yüzey aktivitesini artırdığı için biyosorpsiyonu da artırmaktadır. Ancak 

yüksek sıcaklıklarda da biyosorbent fiziksel zarar görebilmektedir. Ağır metal 

iyonlarının mikroorganizmalara zayıf bağlarla bağlanması pasif veya fiziksel 

adsorpsiyonun bir sonucudur. Yüksek sıcaklıklarda bu bağlar kopar ve adsorpsiyonun 

tersinir olmasından dolayı desorpsiyonun önemi artarak hızı azaltıcı bir etki 

göstermektedir (Vijayaraghavan, 2008). 

 İyonik güç de biyosorpsiyon üzerinde etkili bir faktördür, örneğin klor gibi bazı 

inorganik iyonlar bazı metal iyonları ile kompleks oluşturarak biyosorpsiyon prosesine 

etki etmektedirler. Düşük biyosorbent miktarı, yüksek biyosorpsiyon ürünlerini 

vermektedir. Biyokütle konsantrasyonundaki artış biyosorbentin yüzey alanının 

artmasına neden olduğu için genellikle biyosorplanacak solütün miktarını da 

artırmaktadır. Böylelikle bağlanma bölgelerinin sayısı da artmaktadır. Buna karşın 

biyosorbentin birim ağırlık başına sorbe edilen solüt miktarı, biyosorbent miktarı ile 

azalmaktadır. 

 Küçük boyutlu partiküller daha iyi biyosorpsiyon yapma yeteneğine sahip olup, 

daha kısa sürede dengeye ulaşmaktadırlar. Yüksek solüt konsantrasyonunda 

biyosorpsiyon verimi daha iyi olmaktadır, düşük solüt konsantrasyonun da ise ilk 

konsantrasyondan bağımsız olarak fraksiyonel sorpsiyon meydana gelmektedir. Bu 

nedenle biyosorbentin maksimum doygunluk potansiyelinin öncelikli olarak 

tanımlanması gerekmektedir (Vijayaraghavan, 2008). 
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1.2. Radyoaktif Stres  

 Radyasyon; güneş sisteminden ya da yeryüzündeki doğal kaynaklardan salınan 

elektromanyetik dalgalar ve parçacıklar biçimindeki enerji emisyonu (yayımı)  

aktarımıdır. Başlıca kaynağı güneş olan elektromanyetik radyasyon, dünyayı sürekli 

etkilemektedir. Elektromanyetik radyasyon; gama ışınları, X ışınları, ultraviyole (UV) 

ışınları, görünür ışık, infrared ışınlar, mikrodalgalar ve radyo dalgalarından 

oluşmaktadır. 

1.2.1. Ultraviyole Radyasyon 

 UV, güneş tarafından yayılan ve göz tarafından algılanmayan radyasyon tipidir. 

Güneş, elektromanyetik spektrum olarak bilinen bir dizi enerji yaymaktadır ve bu 

enerjinin değişik şekillleri dalga boylarına göre sınıflandırılır. UV radyasyonu farklı 

dalga boylarına göre  üç tipte incelenebilmektedir; 

 

                                           315-380 nm 

       

                                           280-315 nm  

  

                                           190-280 nm dalga boyları arasındadır. 

       

 Dalga boyları ile radyasyonun enerjisi arasında ters bir ilişki bulunmaktadır. Bu 

nedenle dalga boyu en az ve dolayısıyla enerjisi en yüksek olan UVC’ nin daha ağır 

hücresel hasarlara neden olabileceği söylenebilmekte ve yine dalga boyu en yuksek ve 

enerjisi en az olan UVA’ nın da hücresel zararlarının tolere edilebilecek duzeyde 

olduğundan bahsedilebilmektedir. Ozon tabakası, UVC’nin neredeyse tamamını ve 

UVB’ nin de % 90’nını absorbe edebilmektedir. UVB’ nin % 10’ luk kısmı ve UVA ise 

tamamiyle yeryüzüne ulaşmaktadır. UV radyasyonu, deride yanma, immun baskılanma, 

ekstraseluler matrikste değişiklikler ve deri yaşlanmasını içine alan bir takım etkiler 

yaratmaktadır. UV radyasyonun etkileri Şekil 1.5’ de sematize edilmiştir.(Leena ve 

Marikki, 2005)  

 

UV-A 

UV-B 

UV-C 
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Şekil 1.5. UV radyasyonu ve Hücresel etkileri 

 

1.2.2. Radyasyonun Biyolojik Etkileri 

 

 Radyasyonun atomik düzeydeki etkisi elektronların eksitasyonu yani e-‘ nin bir 

üst yörüngeye geçmesi şeklinde olmaktadır. Radyasyonun gücüne göre e- ya üst 

yörüngede kalacak ya da e-‘nin salınımı sonucu geriye iyonize olmuş bir atom 

kalacaktır ki bu da büyük çoğunluğu sudan oluşan bir hücrede radyasyonun dozuna göre 

çesitli hasarlara sebep olacaktır. Radyasyonun atom üzerinde neden olduğu eksitasyon 

ve iyonizasyonun ardından bir üst yörüngeye geçen e- hücrede özellikle 

makromolekullerde ve DNA’da hasarlar meydana getirmektedir. Serbest e- etkisini 

direk ya da indirek olarak meydana getirmektedir. Serbest kalan bu e- direkt etkisini, 

DNA’ da fosfodiester bağları ya da H bağları üzerinde göstermekte ve bu bağlardaki 

atomlara afinite göstererek bağların kırılmasına sebep olmaktadır. Özellikle fosfodiester 

bağlarının kırılması DNA’ da tek ya da çift zincir kırıklarına sebep olmaktadır. İndirek 

etkide ise serbest kalan bu e- hücredeki su molekulleri ile etkileşime girerek suyun 

radyolizisine neden olmaktadır. Burada meydana gelen reaksiyon şu şekildedir: 

(Caspari, 2000) 

 

 H-O-H → H+ + OH- OH0 + OH0 → H2O2 ( hidrojen peroksit) 

 

 H-O-H → H0+OH0 OH0+RH →R0+HOH ( radikal transferi) 
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         Bir serbest radikal, elektriksel olarak, orbitalinde paylaşılmamış bir elektrona 

sahiptir. Radikal elektrofiliktir ve yüksek oranda reaktifdir. Serbest radikallerin DNA ile 

etkileşimi ile DNA’ da baz değişimleri, çift ve tek zincir kırıkları gibi bir takım hasarlar 

meydana gelmektedir (Lakin ve Jackson, 1999). 

 UV-C radyasyon kısa dalga boyu ve yüksek enerjisi nedeniyle her çeşit 

mikroorganizmayı öldürebilir. UV ışınının en büyük antimikrobik etkinliği 250-260 nm 

(253.7 nm) dalga boyu bölgesindedir. Bu dalga boyu, DNA tarafından en etkin şekilde 

absorbe edilen dalga boyudur. Hücresel DNA’larca absorbe edilen UV radyasyon 

enerjisi, bitişik timin bazları arasında kimyasal kovalent bağlar oluşturarak timin 

dimerleri meydana getirir (Şekil 1.6).  Ortaya çıkan bu timin dimerleri hücresel UV 

hasarının başlıca mekanizmasını oluşturur. Bu UV nedeniyle oluşan timin dimerleri, 

DNA iplikçiklerinde katlanmalara neden olur, DNA’nın doğal helikal yapısı bozulur. 

Bu durum hücre bölünmesi öncesi kromozom replikasyonunu güçleştirir, genlerin 

transkripsiyonu ve ekspresyonu yapılamaz. Kromozom replikasyonu yapılabilse bile 

üreyemeyen mutant hücreler ortaya çıkacaktır. Timin dimerleri yaşamsal fonksiyonları 

olan genlerde görüldüğünde, DNA replikasyonunu engellediğinde öldürücüdür. Belli 

koşullarda bazı organizmalar DNA hasarını onarabilir ve üremenin tekrar mümkün 

olabileceği aktif bir duruma dönebilir. UV ışınının şiddetinin çok yoğun olduğu 

durumlarda hasar çok yaygın olur ve bu durumda onarım olanaksızdır. Onarım 

mekanizmalarından ilki, çoğu mikroorganizmaların sahip olduğu ışıkla harekete geçen 

onarım sistemidir. Fotoreaktivasyon denilen bu sistem, timin dimerlerini ayırarak etki 

gösterir. Fotoreaktivasyon görülebilir dalga boyundaki güneş ışığının katalizör etkisinin 

sonucudur. Bazı mikroorganizmalarda ışığa gereksinim duymayan karanlık 

reaktivasyon (darkreactivation) denilen diğer bir onarım sistemi bulunur. Bu sistemde 

timin dimerleri taşıyan kısa DNA zincirleri kesilip atılır. Onarım belli bir sürede 

yapılabilir, bu süre içinde onarım olmazsa, hasar geri dönüşsüz olmaktadır. 

 UV radyasyonun antimikrobik etki mekanizmalarından bir diğeri de nükleotid 

bazlarına hidroksil gruplarının eklenmesidir. 290 nm’nin altındaki dalga boylarında çok 

az UV radyasyonun yer yüzeyine ulaşmasına rağmen, 325-400 nm arasındaki dalga 

boyuna sahip UV radyasyon da mikroorganizmalara zarar verebilir. UV radyasyonun 

germisidal etkisi doza bağımlıdır. Işıma süresi arttıkça veya ışıma şiddeti arttıkça 

(yüksek voltaj veya ışık kaynağına yakınlık) ölen vejetatif hücre sayısı da artar. 
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Şekil 1.6. DNA' da UV ve IR' nin neden olduğu hasarlar 

 Ekosistemde başta ağır metaller olmak üzere çevrede stres oluşturan bütün 

kirletici unsurlar, yaşadığımız çevreyi ve bu çevredeki organizmaları olumsuz yönde 

etkilemeye devam etmektedir. Örneğin; sıvı atıklardan ağır metallerin uzaklaştırılması 

için çok sayıda metot geliştirilmiştir ancak bu metotlar öngörülmeyen metal giderimi, 

yüksek reaktif ihtiyacı ve toksik çamur üretimi gibi çeşitli dezavantajlara sahiptir. Bu 

bağlamda, yeni çevre dostu, ekonomik ve etkili metal adsorbenti için araştırmalar 

bakteriyal ve algal biyomas gibi biyomateryaller üzerinde odaklanmıştır. Zaten bu 

kirleticiler ve ağır metaller gibi stres koşullarından birincil olarak etkilenen canlı grubu 

bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalardır. Bu nedenle mikroorganizmaların bu 

kirleticilerle baş edebilecekleri sistemlerin geliştirilmesi çalışmaları da önem 

kazanmıştır. Ayrıca moleküler tekniklerin potansiyel kullanılabilirliği araştırılmış ve 

özellikle bu maddeleri daha zararsız bileşiklere yıkmak için gerekli olan gen sistemleri 

ile donatılmış bakteri türlerinin alternatif kullanım alanı bulabileceği saptanmıştır. 

 Deinococcus  radiodurans bu amaçlar doğrultusunda etkin bir şekilde kullanılan   

bakterilerden biridir. D. radiodurans, yüksek seviyede iyonize radyasyon ve UV 

radyasyon, kuraklık ve DNA’ ya zarar veren kimyasallar gibi bir çok ajan ve koşula 

olan direnciyle iyi bilinen bir ekstremofildir. Aynı zamanda çeşitli ağır metalleri ve 

radyoaktif metalleri yıkabilme özelliğine sahip bir bakteridir. 
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1.3. Deinococcus radiodurans 

1.3.1. Genel Özellikleri 

 Deinococcus radiodurans (Yunanca : deinos:  güçlü, sıradışı  ve coccus tanecikli 

meyve) aerobik,  kırmızı pigmentli, spor oluşturmayan, patojenitesi olmayan ikili ya da 

dörtlü hücre kümeleri şeklinde bulunan Gram (+) bir bakteridir. Ortalama bir hücre çapı 

1µm (0.5-3.5 µm) kadardır (Murray, 1986). 32ᵒ C' de zengin TGY (%0.5tripton, % 

0.1glukoz, % 0.15maya özütü) besi ortamında optimum  üreyen mezofil bir bakteri 

olmasına rağmen  sıcaklık sınırı 39 ᵒ C 'nin üzerindedir. Bakterinin jenerasyon süresi 

yaklaşık olarak 100 dakika olduğu için kolonilerin yeteri kadar gelişimesi 3 gün 

sürmektedir. D. radiodurans RNA sentezini (ör: aktinomisin D), protein sentezini 

(kloramfenikol, streptomisin, neomisin, kanamisin ve eritromisin) ve hücre duvar 

sentezini inhibe eden (penisilin, basitrasin ve vankomisin) antibiyotiklere karşı 

duyarlıdır (Hawiger ve Jeljaszewic, 1967). 

 

Şekil  1.7. Deinococcus radiodurans 

 D. radiodurans' ın 3.28 mb'lık genomu; 2,648,638 ve 412,348 bp'lik iki 

kromozom ve 177,466 ve 45,704 bp' lik iki plazmitten oluşmuştur (White, 1999). 

Genom 3,187 okunabilir bölge (ORFs) ve % 66.6 yüksek GC içeriğine sahiptir. 

(Moseley ve Schein, 1964) D. radiodurans DNA 'sında metil ya da metillenmiş baz ve 

DNA metiltransferaz aktivitesi (Dam_ Dcm_) (Schein, 1972) eksikliğinin olduğu 

düşünülsede Prasad ve arkadaşları (Prasad,  2005 ), D.radiodurans genomunda adenin 

metiltransferaz gibi aktivite gösteren N6-metiladeninin varlığınını saptamışlardır. D. 

radiodurans' ın  eksponensiyel fazındaki hücrelerinin ortalama DNA içeriği 3.4 x 107  

bazdır ve her hücre, genomunun 10 kopyasını içerir (Driedger, 1970). Genomdaki 

kopya sayısı üremenin hangi aşamada olduğuna ve kültür ortamına bağlı olarak 

değişmektedir. (Gutman vd., 1994; Harsojo, 1981) Son yapılan çalışmalar zengin TGY 

http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:Deinococcuspic.jpg
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besi ortamında üreyen hücrelerin DNA içeriğinin minimal ortamda üreyen 

hücrelerinkinin yaklaşık olarak 2 katı olduğu gösterilmiştir (J. R. Battista, baskıda). 

1.3.2. D. radiodurans' ın Ekolojisi 

 D. radiodurans, ilk kez Anderson ve arkadaşları tarafından Oregon' da gama 

ışınları uygulanmış konserve etten izole edilmiştir (Anderson vd., 1956). Morfolojik ve 

fizyolojik özelliklerine bakılarak bu bakteriye Micrococcus radiodurans adı verilmiştir 

(Raj, 1960). M. radiodurans' ın, daha sonra Canada Ontario 'da bir hastanede havadan 

izole edilen Sark soyu ile morfolojik olarak benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir. Fakat 

16S rRNA analizleri M. radiodurans' ın bakterilerin benzersiz bir filogenetik grubunu 

oluşturduğunu ortaya koymuştur (Woese ve  Stackebrandt, 1981). Bundan dolayı 

Deinococcus radiodurans, Deinococcaceae adı verilen yeni bir familyada 

sınıflandırılmıştır (Brooks ve Murray, 1981). Şu ana kadar termofil, mezofil ve psikrofil 

üyeleri bulunan 43 Deinococcus türü tespit edilmiştir (Sanders ve Maxcy, 1979). Bu 

türler hayvan bağırsağı, kaplıcalar, çöller, alpler ve Antartika gibi çok çeşitli 

habitatlardan izole edilmiştir. Diğer bakteri sporlarının (ör: Bacillus subtilis) tersine 

kurutulmuş D. radiodurans yüksek nemi tolere etmez ve tüm Deinococcus türleri, 

özellikle iyonize radyasyon ve UV radyasyon gibi DNA' ya zarar veren ajanların 

öldürücü etkilerini tolere edebilme yeteneğine sahiptir (Battista, 1997). 

1.3.3. D. radiodurans' ın Fiziksel Yapısı 

 D. radiodurans Gram (+) olmasına rağmen hücre örtüsünün çok tabakalı yapısı  

(Lancy ve Murray, 1978; Thornley, 1965) ve lipit kompozisyonundan (Knivett, 1965; 

Work, 1964) dolayı Gram (-)' leri anımsatmaktadır. Gram (+) hücreler genellikle bir 

sitoplazmik membran ve bir mukopeptid ya da peptidoglikan içeren bir tabakaya 

sahiptir. Halbuki Gram (-) bakteriler lipopolisakkarit içeren bir dış membrana da 

sahiptirler. D. radiodurans' ın hücre örtüsü, kalınlığı 150 nm' dir ve en az 5 tabakadan 

meydana gelmiştir. 

 * İç membran 

 * Peptidoglikan içeren holey tabaka 

 * Bölmeli tabaka 

 * Sitoplazmik membran 
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 * Hegzagonal paketlenmiş alt unitelerden oluşan S-layer (Lancy ve Murray, 

1978; Work  ve Griffiths, 1968). 

 

Şekil 1.8. D. radiodurans' ın hücre duvarının çok tabakalı yapısı 

 Holey tabaka, glukozamin, muramik asit ve 4 asıl amino asitten ( glutamik asit, 

alanin, glisin ve ornitin) oluşmaktadır (Work ve Griffiths, 1968). Hegzagonal 

paketlenmiş S- layer tabakası, karetenoidleri, lipitleri, proteinleri ve polisakkaritleri 

içermektedir. Polisakkaritler ramnoz ve mannoz izlerini taşıyan glukoz ve galaktoz 

içerir. Membran lipitlerinin % 43' ü alkilamin içeriğine sahip fosfoglikolipitlerden 

oluşmaktadır (Anderson ve Hansen, 1985). Genel olarak fosfatidiletanolamin,  

fosfatidilserin, fosfatidilkolin, ve fosfatidilinositol gibi bakteriyel fosfolipitler 

bulunmamaktadır (Thompson vd., 1980). Lipoproteinler esas olarak, çift sayılı, düz 

zincirli, baskın olarak palmitoleat içeren doymuş yağ asitlerinden oluşmaktadır (Girard,  

1971 ). Fakat önemli miktarda bakterilerde yaygın olarak görülmeyen tek sayılı doymuş 

yağ asitleri ve tekli doymamış yağ asitlerine de sahiptirler (Knivett, 1965). Hücre 

membranının akışkanlığını arttıran doymamış yağ asitleri kuraklık boyunca meydana 

gelebilecek hacim değişikliklerine karşı uyum sağlamayı kolaylaştırmaktadır. Çoklu 

doymamış yağ asitleri, siklopropil ve dallanmış zincirli yağ asitleri tespit edilmemiştir. 

1.3.4. D. radiodurans ' ın Metabolik Özellikleri 

 D. radiodurans, proteolitik yaşam stiline sahip organotrofik bir bakteridir 

(Makarova,  2007; Murray, 1986).  D. radiodurans' ın verimli bir şekilde üremesi için, 

bir karbon kaynağı, nikotinik asit, sülfür kaynağı, azot kaynağı ve mangan kaynağı gibi 

minimal besinsel ihtiyaçlara gereksinim duymaktadır. Amino asitler öncelikli karbon 

enerji kaynağı olarak tercih edilmektedir (He, 2009). Karbohidratlar ise  fruktoz > 
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piruvat > laktat > glukoz > okzaloasetat > gliserol sırası ile kullanımaktadır 

(Venkateswaran, 2000 ). Karbohidratlar muhtemelen megaplasmid üzerinde kodlanmış 

bir fosfoenolpiruvat fosfotransferaz sistemi yoluyla alınmaktadır (White, 1999). D. 

radiodurans, NAD biyosentezi için anahtar enzim olan ekzojen nikotinik asite 

bağımlıdır (Venkateswaran, 2000). 

 D. radiodurans ' ın  

 * Proteoliziz ve ekzojen peptid ve amino asitlerin alınması, D. radiodurans 

enerjisinin büyük bir kısmını amino asit ve peptidlerin proteolizinden sağlanmaktadır. 

 * Glukozun deoksinukleotit trifosfat (dNTPs) öncüllerine dönüşmesi 

Trikarboksilik asit döngüsünün (TCA) glioksilat bypassının indüksiyonu  ve   Fe- S 

içeren enzimlerle solunum enzimlerinin sayısının redüksiyonu  ile ROT üretiminin 

baskılanması 

 * Metabolik bozukluklar hücrede metabolit birikimiyle sonuçlanır. 

 * Karbohidrat ve polifosfatın granüler halde depolanması 

gibi çeşitli metabolik özellikleri onun oksidatif strese olan direncine katkı 

sağlamaktadır. 
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Şekil 1.9.A: Ekstraselüler proteolizis, B: Glukozun dNTPs' e dönüşümü için Pentoz 

fosfat yolu(PPP) C: Karbohidrat ve polifosfat granülleri 
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1.3.5.  D. radiodurans ' ın Filogenisi 

 

 16S rRNA (Weisburg  vd., 1989; Hensel vd., 1986; Woese, 1987) ve  5S rRNA  

dizi analizleri (Bakeeva vd., 1986) işaretli protein dizileri ve çeşitli korunmuş 

proteinlerin filogenetik analizleri (Gupta, 1998) sonucunda D. radiodurans' ın Thermus 

thermophilus ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir (Omelchenko, 2005). D. radiodurans ve 

T. thermophilus benzer GC içeriğine sahiptir, her ikisi de doğal olarak transforme 

olabilir, krımızı pigmentli, spor oluşturmayan, aerobik ve her ikisinde de A3 murein-tip  

peptidoglikana sahiptir. 

 

Şekil 1.10. 16S rDNA - rRNA analizlerine göre filogenetik dendrogram (Battista vd., 

1997). 

 Deinococcus-Thermus filumunun ortak atasının, bir mezofil ya da ılımlı bir 

termofil olduğu tahmin edilmekedir (Omelchenko, 2005; Makarova, 2001). Ortak 

atalardan ayrıldıktan sonra Thermus arke ve termofilik bakterilerden horizontal gen 

transferiyle yüksek sıcaklıklara adapte olmuş, D. radiodurans ise çeşitli bakterilerden 

stres cevap genlerini elde etmiştir. Deinococcus- Thermus filumuna özgü olan 65, 

sadece Deinococcaceae üyelerinde 206 protein (ör: PprA and DdrB), ve D. 

radiodurans' a  özgü 399 protein bulunmuştur (Griffiths ve Gupta, 2007) 
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1.3.6. D. radiodurans' ın Genetiği 

 D. radiodurans doğal yapıları nedeniyle eksponensiyel üreme fazında genetik 

manipülasyona uygundur.  Transformatların sıklığı diğer bakterilerde sadece durağan 

faza girmeden maksimum düzeydeyken,  (Ravin, 1961). D. radiodurans' da durağan faz 

süresince azalmaktadır ( Moseley ve Setlow, 1968; Tirgari ve Moseley, 1980). CaCl2 (30 

mM) transformasyon sıklığını 40 kez arttırmaktadır. 

1.3.7. D. radiodurans' ın DNA Zarar Direnci ve Tamir Mekanizması  

 D. radiodurans, İyonize radyasyon ve kuraklığın neden olduğu çift zincir 

kırıkları (DSBs), tek zincir kırıkları (SSBs) ve baz zararı gibi DNA ' ya farklı şekillerde 

zarar veren çeşitli ajanlara karşı direnç göstremektedir. MMC,  DNA zincirleri  arasında  

çapraz bağlara neden olmaktadır. UV radyasyon, çeşitli primidin dimerlerine ve 

hidrojen peroksit, metil metan sülfonat (MMS) N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidin 

(MNNG), nitroz asit, ve hidroksiamin gibi ürünlerin oluşumuna ve bu ürünlerde 

nukleotid zararını tetiklemektedir. D. radiodurans' ın dayanabildiği DNA zararının 

çeşitliliği kullandığı tamir yolunun seçimiyle orantılıdır. 

 

   * Zararı direkt tersine çevirme 

  * Baz ve nükleotid eksizyon tamiri 

  * Mismatch tamir 

   * Rekombinasyonel tamir (Moseley ve Evans, 1983). 

              Fotoreaktivasyon ve translasyon sentezi bulunmaz. İyonize radyasyon, D. 

radiodurans genomunu çift zincir kırıkları  ile birçok fragmente ayırmakla kalmaz hem 

de 10 kat daha fazla SSBs ve bir çok bölgede baz hasarına neden olmaktadır. Etkili bir 

eksizyon tamir sistemi, geniş substrat özgüllüğü ile baz ve nukleotit hasarını tamir 

edebilmektedir. En önemli DNA hasarı olarak bilinen DSB’ler,, iki mekanizma ile 

ardışık olarak yamanır (Makarova, 2001). 

 *Uzun sentez bağımlı iplikçik bağlanması (ESDSA). 

 *Homolog rekombinasyon (Zahradka, 2006 ). 

 D. radiodurans, iyonize radyasyona  E. coli' den 30 kat ve insandan 1000 kat 

daha dayanıklıdır. Ayrıca genom başına yaklaşık 200 DSBs ya da 190 çapraz bağı 
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canlılık kaybı olmaksızın tamir edebilmektedir (Battista, 1997; Harsojo vd., 1981;  

Kitayama, 1982;  Moseley ve  Copland, 1975). 

 D. radiodurans, DNA' ya zarar veren ajanlara karşı  sigmoidal hayatta kalma 

eğrileri göstermektedir. Bu organizmanın DNA zarar direncinde, DNA tamir 

kapasitesine katkıda bulunmaktadır. Şu ana kadarki genomik ve genetik analizler 

Deinococcal DNA tamir enzimolojisinin çok da olağanüstü olmadığını göstermiştir. 

Araştırmalar DNA tamir sistemlerinin E. coli ya da Shewanella oneidensis' den daha az 

kompleks olduğunu göstermiştir (Daly, 2009; Daly, 2004; Makarova, 2001; Makarova, 

2007) ve D. radiodurans' daki radyasyona duyarlı DNA tamir mutantları tamemen ya 

da kısmen E. coli genleriyle bağlantılıdır. Fakat D. radiodurans' da DSB' lerin tamir 

mekanizması  maya hücreleriyle benzerlik göstermektedir. (Daly vd., 1994; Daly ve 

Minton, 1995; Daly ve Minton, 1997; Slade, 2009; Zahradka, 2006). Fakat diğer 

organizmalarda bulunmayan ve Deinococcus' daki işlevi  tam olarak tespit edilemeyen 

spesifik DNA tamir enzimlerinin evrimsel avantajları tam olarak bilinmemektedir. 

(Groot,  2009; Griffiths  ve Gupta, 2007), D. radiodurans, 11 DNA glioksilaz, 2 UV 

tamir yolağı   (UvrABC and UV  zarar endonukleaz [UVDE]), 2 farklı SSB protein 

(Norais vd.,  2009) ve nükleozit trifosfat pirofosforilazı içeren Nudix ailesine ait 23 gen 

kodlamaktadır. Yine de, Deinococcus alanındaki  son gelişmeler bakterinin DNA 

zararına gösterdiği direnç düzeyinin oksidatif stresle mücadelede görevli enzimlerle 

ilişkili olduğunu ortaya koymuştur (Daly, 2009; Daly, 2007). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

1.3.8. D. radiodurans' in  UV-C Radyasyona Direnci 

 

 D. radiodurans, UV-C radyasyona (190- 280 nm) son derece dirençli bir 

organizmadır ve UV-C' nin tetiklediği siklobütan, primidin dimerleri (CPDs) ve 

primidin-(6-4) primidon (6-4 PPs ) gibi  biprimidin ışık ürülerini (BPPs) etkili bir 

şekilde tamir edebilmektedir (Setlow ve Duggan, 1964). UV-C' e maruz kalmış D. 

radiodurans' ın en önemli primidin ürünleri primidin dimerleridir (Moeller, 2010). UV-

C' nin tetiklediği DNA zararı iki nukleotit eksizyon tamir mekanizması. UvrABC ve 

UVDE (Minton, 1994; Moseley ve Evans, 1983) ve  bir genetik rekombinasyon 

mekanizması ile tamir edilmektedir (Moseley ve Copland, 1975; Moseley vd., 1972) D. 

radiodurans' da UV-duyarlı DNA tamir mutantları:  recA, recO, polA, uvrA ve uvsE 

mutantlarıdır (Earl vd., 2002; Tanaka, 2005; Xu, 2008). Halbuki UV' e maruz kalmış 

E.coli' de eksponensiyel canlılık kayıpları görülmektedir. D. radiodurans, 500 J/m2'lik 
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radyasyon dozuna dayanabilmektedir (Battista, 1997).  D. radiodurans 'ın E. coli'e göre 

20 kat daha dayanıklı olması  hem DNA' sını BPPs' lere koruyabilmesinden hem de  UV 

nin tetiklediği oksidatif zarara  karşı proteinlerini koruyabilmesinden ileri gelmektedir 

(Krisko ve Radman, 2010). D. radiodurans ve E. coli' nin 500 J/m2' lik doz uygulaması 

sonucunda iyonize radyasyonun tetiklediği DSBs' ler gibi UV' nin tetiklediği BPPs' 

lerde  benzerdir., 14,000 ürün, 19,500 BPPs/ 107 baz meydana gelmektedir. Aradaki bu 

fark,  E.coli'deki daha yüksek genomik primidin dinukelotit sıklığı ve daha düşük GC 

içeriği ile açıklanabilir (Moeller, 2010; Setlow ve Duggan, 1964). 

 

 

 

Şekil 1.11.  D.radiodurans' da iyonize radyasyon direncine katkıda bulunan faktörler 

(hücresel temizlik, antioksidan savunma ve DNA tamiri). 

 

1.3.9. D. radiodurans' da Antioksidan Koruma 

 

 Genel olarak D. radiodurans' daki oksidatif protein zararı, radyasyona maruz 

kalmış veya kalmamış organizmada bulunan karbonilasyon düzeyi ile belirlenmektedir 

(Daly, 2007). Radyasyona dirençli D. radiodurans ve radyasyona duyarlı E. coli 

bakterilerinin her ikisinde de UV radyasyon dozuna bağlı olarak karbonillenmiş 

proteinlerin miktarı artış göstermekte ve canlı kalma oranları azalmaktadır (Krisko ve 

Radman, 2010). Karbonilasyon, oksidatif streste bir biyolojik belirteç olarak kullanılan 
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proteinlerin en yaygın oksidatif modifikasyonudur. Oksidatif zarara uğramış 

proteinlerin birikimi onların katalitik aktivitelerini ve etkileşimlerini değiştirerek 

hücresel fonksiyonlarının bozulmasına ve hücre ölümlerine neden olmaktadır. DNA 

tamir proteinlerinin oksidasyonu,  DNA mutasyonlarıyla sonuçlanan  hataya açık 

faaliyetlere neden olmaktadır (Daly, 2007). Yüksek oranda çeşitlilik gösteren 

antioksidan savunma sistemleri, protein oksidasyonuna engel olur ve Reaktif Oksijen 

Türlerini temizleyerek D. radiodurans' daki oksidatif stresi hafifletmektedir. D. 

radiodurans' daki antioksidan savunma makinesi, genel olarak 3 reaktif oksijen türüne 

karşı etkili olmaktadır. 

 

 * hidroksil radikali (
.
OH )      (Dunford, 1987; Mello ve Meneghini, 1984) 

 * süperoksit radikali (O2
._) 

 *  hidrojen peroksit  (H2O2)     (Imlay, 2006) 

 D. radiodurans' ın H2O2, 
.
OH, O2

._ gibi reaktif oksijen türlerini temizleme 

kapasitesi, E.coli' den sırasıyla 30 kat, 17 kat ve 6 kat daha yüksektir (Tian 2004). 

Enzimatik ROT temizleyicileri; 3 katalaz, 4 süperoksit dismutaz ve 2 Dps proteini ile 

enzimatik olmayan iki değerlikli mangan kompleksleri ve karetenoid aracılığıyla 

gerçekleştirilmektedir. 

 

 

 

 

Şekil 1.12.  D. radiodurans ' da Enzimatik (A) (Tian, 2004)  ve Enzimatik olmayan (B) 

(Tian vd., 2007)  antioksidan  savunma.  
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 D. radiodurans oldukça yüksek katalaz ve SOD aktivitesine sahiptir. (Lipton, 

2002). Katalazlar ve peroksidazlar H2O2' i uzaklaştırırken SOD' lar hücrelerden 

süperoksit radikallerini elimine etmektedirler. D. radiodurans, katE katalazları DR1998, 

DRA0259 ve  ökaryotik tip DRA0146  olmak üzere 3 tip katalaz, Mn-bağımlı DR1279, 

Cu/Zn-bağımlı  DR1546, DRA0202 ve  DR0644 olmak üzere 4 tipte SOD 'u 

kodlayabilmektedir.  Aynı zamanda sitokrom-c peroksidaz (DRA0301) ve bir Fe- 

bağımlı peroksidaz  (DRA0145) bulunmaktadır (Makarova, 2001). D. radiodurans 

katalaz (DR1998) ve  süperoksit dismutaz (DR1279) mutantları, H2O2 and paraquata 16 

kGy' dan daha düşük radyasyon dozlarında nispeten daha duyarlıdır.(Markillie vd., 

1999).  

 D. radiodurans ayrıca  glutaredoksin, tiyoredoksin, tiyoredoksin redüktaz ve 

alkil hidroperoksit redüktaz gibi diğer oksidatif savunma proteinlerini 

kodlayabilmektedir. Glutatyon, Glutatyon redüktaz ve glutatyon peroksidaz 

bulunmamaktadır (White, 1999). 

 D. radiodurans, sadece % 14 dizi özdeşliğine sahip Dps1 (DR2263) ve Dps2 

(DRB0092) olmak üzere 2 tip Dps homoloğunu kodlayabilmektedir. Dimerik yapıdaki 

Dps1 proteini DNA' yı 
.
OH radikallerine karşı korumaktadır (Grove ve Wilkinson, 

2005), bu özellik Dps 2 için de geçerlidir. Çünkü Dps2 mutantlarının H2O2' e duyarlı 

oldukları görülmüştür (Yan vd., 2007). Dps1 ve Dps 2 ' nin iyonize radyasyon sonrası 

üretimi artmaktadır. (Lin, 2003; Tanaka, 2004) E.coli Dps proteinleri, Nuleoit 

bütünlüğü yanında DNA' ya bağlanarak DNA'ı oksidatif zarardan korumaktadır. Fe +2 

iyonlarını şelatlar ve H2O2'i H2O' a indirgemektedir (Almiron vd., 1992; Martinez ve 

Kolter, 1997). 

 

1.4.. Vitreoscilla Hemoglobin ve Oksidatif Stres 

 Hemoglobinler, 1986 yılına kadar ökaryotik orjinli proteinler olarak 

bilinmekteydi. Ancak Dr. Webster ve arkadaşları Gram (-) bir bakteri olan Vitreoscilla 

stercoraria' nın doğal olarak hemoglobin içerdiğini tespit etmişlerdir (Wakabayashi 

vd.,1986). Beggiatoaceae familyasında bulunan Vitreoscilla zorunlu aerob, Gram (-) ve 

kemoorganotrof flamentli bir bakteridir. Zorunlu aerob olmasına rağmen doğal yaşam 

alanı oksijeni düşük ortamlardır ve bu koşullarda yaşamını sürdürebilmek için 

hemoglogin (vgb)  genini sentezlemektedir (Woose vd., 1984). 
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Şekil 1.13. Vitreoscilla hemoglobininin yapısı 

 V. stercoraria' dan alınan bakteri hemoglobin geni, hipoksik koşullarda yaşayan 

bakterilere aktarıldığında bu bakterilerin gelişimini, protein sentezini, metabolit 

üretimini strese direncini geliştirmekte ve bakteri için faydalı ürünlerin üretimini 

arttırmaktadır (Zhang, 2007; Khosla ve Bailey, 1988). Ayrıca zararlı bileşiklerin 

etkisinin azaltılmasında da önemli etkisinin olması nedeniyle biyoteknolojik 

uygulamalar için çok büyük önem taşımaktadır (Stark vd., 2011). Vitreoscilla 

hemoglobin teknolojisinin çeşitli biyoremediasyon uygulamaları Tablo 1.3’ de 

verilmiştir. 

Çizelge 1.2. vgb/VHb teknolojisinin biyoremediasyon uygulamaları 

Organizma  Biyoremediasyon Referans 

Pseudomonas aeruginosa Benzen, toluen, ksilen  Kahraman ve Geçkil, 2005 

Burkholderia cepacia 2-klorbenzoat    Demirtaş vd., 2005;                      

Demirtaş vd., 2006 

Enterobacter aerogenes Cd     Khleifat vd., 2006 

Gordonia amarae Biyosülfaktan     Doğan vd., 2006 

Rhodococcus erythropolis Dibenzotiofen, sülfür (dizel 

yağından) 

    Xiong vd., 2007 

Pseudomonas putida Benzen,toluen, klorobenzen     Ouyang vd., 2007 

Pseudomonas diafieldii sülfür (dizel yağından)      Li vd., 2006 

 

http://www.iit.edu/news/iittoday/wp-content/uploads/2012/02/ecoli.png
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 Vitreoscilla hemoglobininin (VHb) ökaryotik hemoglobinlerle yüksek homoloji 

göstermekte olup molekül büyüklüğü 15,775 Dalton' dur. 146 amino asitten oluşan VHb 

benzer iki alt üniteden oluşmaktadır. Farklı yapısal organizasyonu ve konformasyonu 

durumlarında kalma yeteneği gösterebilmesi onun birden fazla işlevi 

gerçekleştirebilmesine imkan sağlamaktadır ( Liu, 2008). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Şekil 1.14. Vitreoscilla hemoglobininin potansiyel uygulamaları (Wei ve Chen, 2008) 

 Yapılan son çalışmalarda VHb ve transkripsiyon faktörü OxyR (oksidatif streste 

gerekli bir regülonu kontrol etmektedir) arasında bir ilişki olduğu rapor edilmiştir. VHb 

hem endojen oksidatif türlerin üretimine hem de eksojen H2O2' e karşı bir savunma gücü 

oluşturduğu aynı zamanda süperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerinin 

seviyelerini arttırdığı belirtilmiştir (Akbas vd., 2011). 

1.5. Oksidatif Stres  

 Oksidatif stres, pro-oksidanlarla, reaktif oksijen türlerinin (ROT) ortamda 

artmasına engel olan antioksidanların savunma yeteneği arasındaki dengesizliğin bir 

sonucu olarak ortaya çıkmaktadır. (Wells vd., 1997). Oksidatif stres bir oksidatif 

patlama ya da süperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, singlet oksijen ve 

hidrojen peroksit radikali gibi ROT 'nin yüksek oranda hızlı ve geçici üretimi olarak da 

tanımlanabilmektedir. (Halliwell ve Gutterdige, 2007).  ROS üretimi, çeşitli dış 

faktörler tarafından tetiklenen doğal bir olgudur ve (Rijstenbil vd., 1994) genellikle 

Vitreoscilla  Hemoglobin     

(VHb) 

Kimyasal 

üretiminde artış 

Hipoksik koşullar altında 

hücre büyümesinde artış 
Protein üretiminde 

artış 

Antibiyotik 

üretiminde artış 

Biyoremediasyonda 

gelişme 

Fizyolojik gelişme 

Transgenik 

bitkilerde uygulama 
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organizmanın normal büyüme koşullarında indirgenmiştir (Ferrat vd., 2003). Oksidatif 

patlama direkt olarak çeşitli kirletici unsurlarla ya da dolaylı olarak bunların 

metabolizması sonucu indüklenmektedir (Droege, 2002). Organik bileşiklerin ve geçiş 

metallerinin pro-oksidant olabieceği ve oksijen radikallerinin oluşumunu 

hızlandırabileceği gösterilmiştir. (Halliwell ve Gutterdige, 2007), Bu osijen 

radikallerinin artışı, lipit peroksidasyonunda ve  membran bütünüğünün kaybında da 

artışa neden olmaktadır (Rijstenbil vd., 1994).    

1.5.1. Reaktif Oksijen Türleri 

 Reaktif Oksijen Türleri terimi, oksijen radikallerini ve oksitleyici ajan ya da 

radikallere dönüşebilen bazı radikal olmayan türleri  (HOCl, HOBr, O3, ONOO-, 1O2, 

H2O2) içermektedir. Tüm oksijen radikalleri reaktif oksijen türleridir ancak reaktif 

oksijen türlerinin tümü oksijen radikali değildir. ROT'nin tümü 3 temel mekanizma ile 

oluşmaktadır; 

 

1.5.1.1. Kovalent Bağların Homolitik Kırılması 

  Yüksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yüksek sıcaklık (500 - 600 °C) 

kimyasal bağların kırılmasına neden olur. Kırılma sırasında bağ yapısındaki iki 

elektronun her biri ayrı ayrı atomlar üzerinde kalıyorsa, bu tür kırılmaya homolitik 

kırılma denir ve her iki atom üzerinde de paylaşılmamış elektron kalır. Paylaşılmamış 

elektron taşıyan türler radikalik özellik gösterirler. 

 

 1.5.1.2. Normal Bir Molekülün Elektron Kaybetmesi 

 Radikal özellik göstermeyen bir molekülden elektron kaybı sonucu dış 

orbitalinde paylaşılmamış elektron kalıyorsa, radikal formu oluşur.  

 

1.5.1.3. Normal Bir Moleküle Elektron Transferi 

 Radikal özelliği taşımayan bir moleküle tek elektron transferi ile dış orbitalinde 

paylaşılmamış elektron oluşturuluyorsa, bu tür indirgenme radikal oluşumuna neden 

olabilir. 
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Çizelge 1.3. Reaktif oksijen türleri 

 

 

 

 Serbest oksijen radikali biyokimyasında anahtar rolü oynayan maddeler 

oksijenin kendisi, süperoksit (O2
•-), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH•–) 

dir (Halliwell ve Gutteridge, 1984). 

 

 

Şekil 1.15 Reaktif oksijen türleri 
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1.5.2. Süperoksit Radikali (O2
-•) 

 

 Hemen hemen tüm aerobik hücrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi 

sonucu, süperoksit anyonu meydana gelmektedir. Süperoksit radikali hidroksil 

radikalinden daha az reaktiftir. Sulu çözelti halindeyken biyolojik moleküllerin çoğuyla 

reaksiyona girmez ancak diğer radikaller ya da radikal olmayan türlerle reaksiyona 

girmektedir ve diğer radikallerin oluşumunu tetiklemesi açısından önemli bir kaynaktır. 

 

  O2 + e- → O2
•- 

 

 Süperoksit radikali, ksenobiyotikler gibi ajanlarla, ksantin oksidaz’ın rol aldığı 

enzimatik tepkimelerle, bazı oksidaz tepkimelerinde, fagositoz sırasında, elektron 

transport sistemi sırasında endojen eksojen kaynaklarla oluşmaktadır. Süperoksit 

radikali, SOD ile katalizlenen enzimatik dismutasyon reaksiyonu ile temizlenmektedir 

(Halliwel vd., 1992). 

 

1.5.3. Hidrojen Peroksit (H2O2) 

 

 Hidrojen peroksit serbest radikal olarak değerlendirilmemesine karşın biyolojik 

membranlara penetre olabilme özelliğinden dolayı oldukça önemlidir. H2O2, daha 

reaktif ROT moleküllerinin üretiminde bir aracı rol oynamaktadır. Moleküler oksijenin, 

çevresindeki moleküllerden iki elektron alması veya süperoksitin bir elektron alması 

sonucu peroksit oluşmaktadır. Peroksit molekülü iki hidrojen atomuyla birleşerek 

hidrojen peroksiti (H2O2) meydana getirir. H2O2 membranlardan geçebilen, uzun 

ömürlü bir oksidandır. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asıl üretimi, 

süperoksitin dismutasyonu ile olmaktadır (Halliwel vd., 1992).  

 

           2O2
• – + 2H+ → H2O2 + O2 

 

1.5.4. Hidroksil Radikali (•OH) 

 

 Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin geçiş metallerinin varlığında 

indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) meydana gelir. 
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  Fe+2 + H2O2 → Fe+3+ OH•– + OH– 

 

 Son derece reaktif ve zararlı bir oksidan moleküldür. Yarılanma ömrü çok 

kısadır. Oluştuğu yerde büyük hasarlara neden olur. Tioller ve yağ asitleri gibi çeşitli 

moleküllerden bir proton kopararak yeni radikallerin oluşmasına yol açar (Halliwel vd., 

1992). Hidroksil radikalinin diğer bir kaynağı ise iyonize radyasyondur. Yüsek enerjili 

radyasyona maruz kalınması, suyun homolitik fizyonuyla hidroksil radikallerinin 

oluşmasıyla sonuçlanmaktadır. Bu radikaller hücrede DNA, protein ve lipitlere zarar 

vermektedir (Betterigde, 2000). 

 

1.6. Serbest Radikallerin Etkileri 

 

 Mitokondrial, endoplazmik ve nükleer elektron transport sistemlerinde (sitokrom 

p450) peroksizomlarda, monosit ve nötrofillerin fagositozu gibi normal metabolik 

olaylar sırasında bol miktarda serbest radikal üretilir. Bir anlamda serbest radikaller, 

solunum ve sindirim gibi normal vücut faaliyetlerinin zehirli atıkları durumundadır. 

Araştırmacılar, insan vücudundaki her hücrenin günde ortalama 10.000 serbest radikalin 

hücumuna uğradığını belirtmektedirler. Eğer serbest radikaller nötralize edilmezse; 

hücre membranı proteinlerini yıkarak hücreleri öldürmek, membran lipit ve proteinlerini 

yok ederek hücre membranını sertleştirip hücre fonksiyonunu engellemek, nükleustaki 

genetik kodu içinde taşıyan, hücrenin üretimini ve büyümesini sağlayan nükleik asite 

(DNA) etki edip, DNA’yı kırılma ve mutasyonlara açık hale getirmek, bağışıklık 

sistemindeki hücreleri yok ederek bağışıklık sistemini zorlamak, yaşlanma ve kanser 

gibi olaylara neden olabilirler (Akkuş, 1995; Dündar ve Aslan, 2000). 

 

1.7. Antioksidan Savunma Sistemleri ve Elemanları 

 

 Reaktif oksijen türlerinin oluşumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı 

önlemek için vücutta birçok savunma mekanizmaları gelişmiştir. Bunlar “antioksidan 

savunma sistemleri” veya kısaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar 

peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen türlerini 

toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, doğal (endojen 

kaynaklı) ve eksojen kaynaklı antioksidanlar olmak üzere başlıca iki ana gruba 

ayrılabildiği gibi serbest radikalin meydana gelişini önleyenler ve mevcut olanları 
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etkisiz hale getirenler şeklinde de gruplandırılabilirler. Ayrıca enzim ve enzim 

olmayanlar şeklinde de sınıflandırılırlar. Hücrelerin hem sıvı hem de membran 

kısımlarında bulunabilirler (Akkuş, 1995). 

 

Çizelge 1.4. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar 

 

 

1.7.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

 

 Süperoksit Dismutaz, dismutasyon reaksiyonu ile süperoksit anyon radikallerini 

dismutasyonunu moleküler oksijen ve hidrojen peroksite katalize eden, molekül ağırlığı 

17-85 kDa aralığında olan metalloenzimlerdir. SOD enzimi oksijeni metabolize eden 

tüm hücrelerde bulunur. Oksijen toksisitesine karşı önemli bir defanstır. SOD’un 

fonksiyonu aerobik organizmaları süperoksitin zararlı etkisine karşı korumaktır. 

Süperoksit radikallerinin, H2O2 ve oksijene hızlıca dismutasyonunu katalize eder. SOD 

katalitik aktivitesi çok yüksek olan bir enzimdir (Fridovich, 1973; Lavelle vd., 1973; 

Petkau vd., 1975; Sheng vd., 2004). Kofaktör olarak içerdiği metal iyonuna göre üç 

sınıf dismutaz enzimi vardır: 

 

1.7.2. Katalaz 

 

 Katalaz, peroksizomlarda lokalize ve yapısında 4 “hem” grubu bulunan bir 

hemoproteindir. Karaciğer ve eritrositlerde en yüksek aktiviteye sahiptir. SOD aracılığı 

ile oluşan hidrojen peroksit bir radikal olmamasına karşın en reaktif tür olan HO- 
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radikalinin öncülü olması nedeniyle en fazla oksidatif hasara sebep olur. Katalaz 

hidrojen peroksiti su ve oksijene parçalar: 

 

 2H2O2                       2H2O + O2 

 

1.7.3. Glutatyon peroksidaz (GPx) 

 

 Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve büyük moleküllü lipid 

hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. GPx, aşırı hidrojen peroksit 

varlığında glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disülfür) 

oksidasyonunu katalize ederken, hidrojen peroksiti de suya dönüştürür (Demirsoy vd., 

2003). 

                              H2O2 + 2GSH                GSSG + 2H2O 

                           ROOH + 2GSH                    GSSG + ROH + H2O 

 

1.7.4. Glutatyon redüktaz (GR) 

 

 GPx tarafından H2O2 ve diğer lipid peroksitlerin indirgenmesi esnasında 

glutatyon okside glutatyona dönüşmektedir. Bu okside halin tekrar redükte GSH’a 

dönüştürülmesi gereklidir. Çünkü organizmanın glutatyon deposu sınırlıdır. GR, 

NADPH varlığında glutatyon disülfiti (GSSG) tekrar redükte glutatyona (GSH) çevirir: 

 

 GSSG + NADPH + H              2GSH + NADP+ 

 

1.7.5. Glutatyon-S-transferaz (GST) 

 

 Lipid hidroperoksitlere (ROOH) karşı GST’lar Se-bağımsız glutatyon 

peroksidaz aktivitesi gösterirler: 

 

 ROOH + 2GSH                 GSSG + ROH + H2O      
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1.7.6. Karoten 

 Enzimatik olmayan antioksidanlar arasında yer alan karoten, yağda 

çözünebilen doğal antioksidanlardır. 600’den fazla karotenoid çeşidinin var olduğu 

bilinmektedir. Karatenoidlerin çoğunun temel yapısı poliizoprenoidden oluşmaktadır. 

Başta singlet oksijen  ve peroksi radikalleri (ROO-) olmak üzere ROT türlerine karşı 

etkili bir savunma mekanizması oluşturmaktadır (Stahl ve Sies, 2003; Tatsuzawa vd., 

2000). Karotenoidler, DNA' yı oksidatif zarardan, proteinleri karbonilasyondan ve 

membran  lipitlerini lipit peroksidasyonundan korumaktadır (Stahl vd., 1998; Zhang ve 

Omave, 2000).  D. radiodurans 'ın hücre içi karetenoidleri, (
.
OH , O2 

.-, H2O2, ve 1O2) 

gibi ROT (Zhang vd., 2007; Tian vd., 2007) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil gibi RNT 

(Reaktif Nitrojen Türleri)'ni ortamdan temizleyebilmektedir. Karotenoidlerin 

antioksidan aktivitesi, yapısındaki konjuge çifte bağlardan ileri gelmektedir. Şekil 

1.16’da β-karotenin kimyasal yapısı görülmektedir.  D. radiodurans bakteriye turuncu 

rengini veren çok miktarda karoten sentezlemektedir. Carbonneau vd., D.radiodurans'ın 

renksiz mutant soyunun indüklenmiş oksidatif stres sonucu oluşan reaktif oksijen 

türlerine yabanıla oranla daha duyarlı olduğnu tespit etmişlerdir. 

 

Şekil 1.16. β- Karotenin moleküler yapısı (Tian vd., 2007) 

1.7.6.1. Deinoksantin 

 D. radiodurans' da karetenoid biyosentezinde görevli 13 gen bulunmaktadır. 

Deinoksantin, karetenoid sentez yolağındaki önemli bir üründür. Deinoksantin,  likopen 

ve  β-karoten ya da ksantofiller (zeaksantin ve lutein) gibi diğer karotenlere göre daha 

güçlü bir radikal temizleyicisidir. H2O2 temizleme kapasiteleri,  

Deinoksantin > Likopen > Lutein > Zeaksantin > β- Karoten   olarak sıralanmıştır. 

 Deinoksantin aynı zamanda diğer karetenoidlere göre daha yüksek 1O2 

temizleme kapasitesine sahiptir. Deinoksantinin yüksek antioksidan aktivitesi diğer 

karetenoidlerden farklı olan kimyasal yapısından kaynaklanmaktadır. Yapılarındaki 
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konjuge çift bağların uzunluğu ve bağlantı bölgeleriyle fonksiyonel grupların varlığı bu 

yüksek antioksidan aktivitesini desteklemektedir (Albrecht vd., 2000). Karotenlerin 

ROT temizleme aktiviteleri, konjuge çift bağlı moleküler orbitallerinin uzunluğu ve 

maksimum örtüşmesine bağlı olarak değişmektedir.  

 

Şekil 1.17. Deinoksantin' in moleküler yapısı (Tian vd., 2007) 

 Deinoksantinin diğer bir görevi de, plazmit DNA' sı üzerinde OH- iyonlarının 

meydana getirdiği süpersarmal plasmid oluşumunu enegellemek amacıyla koruyucu rol 

üstlenmesidir.(%20'). Bu sayede plazmitte meydana gelecek kırıklar engellenmektedir 

(Tian vd., 2007). 

 Bu çalışmada, yabanıl D. radiodrans ile Vitreoscilla hemoglobin (vgb) geni 

klonlanmış rekombinantı ve kontrol olarak da vgb¯ rekombinant suşu kullanılmıştır. Bu 

sayede D. radiodurans' ın Cd ve Cr gibi toksik metal biyosorpsiyon kapasitelerine ve 

UV radyasyon direnci araştırılıp, bunlara ek olarak organizmaya daha fazla oksijenli 

ortam sağlayarak daha fazla büyümesini sağlayan vgb geninin, bakterinin biyosorpsiyon 

yeteneğine ve UV direncine yapacağı katkının araştırılması planlanmıştır. Aynı 

zamanda UV radyasyon uygulamalarının yabanıl ve rekombinant D. radiodurans' ın 

antioksidan savunma sistemleri (süperoksit dismutaz, katalaz ve karoten) üzerine etkisi 

araştırılıp, vgb' nin bu savunma sistemine etkileri saptanacaktır. Çünkü hem toksik 

metallerin giderimi hem de UV' nin hücresel zararına karşı antioksidan savunma 

mekanizmalarında, oksijen gerektiren çeşitli oksijenaz ve deoksijenazlarla katalizlenen, 

etkin bir oksijen alımı ve kullanımını sağlayan vgb geni aktarılmış rekombinant 

bakterinin daha etkili olacağı düşünülmektedir. Bu bağlamda radyasyona dirençliliğiyle 

Guiness rekorlar kitabına girmiş D. radiodurans' ın vgb/VHb sisteminin rekombinant 

suşlarında UV-C direnci ve metal biyosorpsiyon kapasitesine etkisi ve organizmanın 

bundan nasıl etkileneceği ilk kez bu çalışmada araştırılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. D. radiodurans ‘ın Ağır Metal Giderimine Yönelik Çalışmalar 

 Metal bağlama kapasitesine sahip biyokütle türleri üzerindeki çalışmalar 1985’ 

ten beri hız kazanmıştır. Bazı biyokütle türleri gerçekten ağır metal akümülasyonunda 

çok etkilidirler. Arıtma amacıyla kullanılan biyokütlelerin seçiminde kolay elde 

edilebilirlik önemli bir faktördür. Biyokütlenin doğada kolay bulunabilen hatta atık 

maddelerde bulunan türleri tercih edilmelidir. Bazı biyosorbentler herhangi bir öncelik 

olmaksızın ağır metalleri bağlayabilmesine rağmen bazıları sadece belli tip metalleri 

bağlayabilmektedir. 

 Metal biyosorpsiyonunda kullanılacak biyokütleler seçilirken göz önünde 

bulundurulması gereken en önemli faktör biyokütlenin kökenidir. Endüstriyel atıklardan 

veya doğadan elde edilebilen, ve hızlı üreyen mikroorganizmalar seçilmelidir. 

 Frederickson ve arkadaşlarının 2000 yılında yaptıkları bir çalışmada D. 

radiodurans R1  soyunun Fe (III), Cr (VI), U (VI) ve Tc (VII) gibi metalleri indirgeme 

kapasitelerini araştırmak amacıyla anaerobik koşullarda kültür ortamlarına bu metalleri 

indirgeyici bazı elektron alıcı ve verici substratlar (Piruvat, laktat, süksinat, asetat, 

AQDS (anthraquinone-2,6-disulfonate) ilave etmişlerdir. D.radiodurans bu 

substratlardan laktatın varlığın da laktatı CO2' e oksiteleyerek Fe (III)' i de Fe (II) ' e 

indiregeyebilmiştir. Yine piruvat Fe' in  redüksiyonunda laktat kadar iyi sonuç vermiştir. 

U (VI) ve Tc (VII) gibi metallerin indirgenmesi için de ortama AQDS ilave edilmiş ve 

sonuçta % 95-100 oranında bir indirenme sağlanmıştır. D. radiodurans Cr (VI) ' i 

ortama herhangi bir substrat eklemeden direkt olarak % 72 oranında Cr (III)' e 

indirgeyebilmiştir ve AQDS varlığında bu indirgeme kapasitesi daha da  artmıştır. Bu 

sonuçlar metal ve radyoaktif metal kirliliğinin olduğu alanlarda metal remediasyonunun 

potansiyel uygulanabilirliği kanıtlanmıştır (Frederickson vd., 2000). 

 Joe vd., 2011' in çalışmasında, D. radiodurans’ın  Cd‘ un subletal 

konsantrasyonunun (100 µM) etkisini  tam-genom mikroarray yöntemi kullanarak 

karekterize etmişlerdir. Genel gen ifade profili , toplam 3.116 ORFs geninin  haricinde 

1.505 genin varlığını göstermiştir. Bu genlerin Cd uygulamasına cevapta çok kısa bir 

süre içinde 2 kattan daha fazla sayıda sentez edilmişlerdir. Bu genlerin büyük bir 

çoğunluğu Fe alınımı, sistein biyosentezi protein disülfit stresi ve çeşitli DNA tamir 
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sistemleriyle ilgilidir. Sistein biyosentezinde ve disülfit stresinde genlerin sentezinin 

artması, Cd’ın sülfür bileşiklerine yüksek affiniteye sahip olduğunu göstermiştir.  Demir 

desteği ile Cd ile uygulanan hücrelerin demir eksikliği ve yeniden büyümeye 

başlamasının teşviki,  [Fe-S] kümeleri gibi demir-sülfür içeren proteinlerde CdS 

formlarının varlığını da göstermişlerdir. Baz eksizyon, missmatch, ve rekombinasyonel 

tamir sistemlerinin indüklenmesi,  çeşitli tipteki DNA hasarlarını özellikle de Cd 

uygulaması ile artan baz eksizyonunu ortaya çıkarmıştır. Subletal Cd uygulaması, 

hücrelerin üreme oranını azalttığı gibi hücre membranı, translasyon ve transkripsiyon 

gibi hücre büyümesiyle ilgili genlerin sentezinide baskılar. 52 düzenleyici genin farklı 

sentezi, Cd uygulamasında kompleks düzenleyici bir sistemin varlığını göstermektedir. 

Bu sonuçlar D. radiodurans’ın Cd maruz kalma etkisini ve ilgili genlerin bu stres 

durumunda nasıl sentezlendiğini ortaya çıkarmıştır. 

 Yapılan bir çalışmada iyonik civa içeren radyoaktif atıkların temizlenmesinde 

radyasyona dirençli D. radiodurans kullanılmıştır. Minton vd. (2000) Escherichia 

coli’den merA geni transfer edilmiş D. radiodurans’ın radyoaktif alanlardaki Hg’i 

indirgeyebilme kapasitesini araştırmışlardır. Bu amaçla yüksek oranda karekterize 

edilen merA geni E coli’ den D. radiodurans’a klonlanmıştır. merA geni tarafından 

kodlanan Civa redüktaz enzimi, yüksek oranda toksik ve tiyol reaktifi Hg (II)’i daha az 

toksik olan, elementsel olarak kararlı ve uçucu Hg (0) formuna dönüştürmektedir. D. 

radiodurans’da merA geninin dört farklı sentez sistemi geliştirilmiş ve çeşitli hücresel 

gen düzeylerinde regulasyonları sağlanmıştır. MerA sentezleyen D. radiodurans 

soylarının 6000 rad/saat dozda ve 30– 50 μM Hg (II) varlığında civanın bakteriosidal 

etkisine karşı direnç gösterdiği saptanmıştır. Elde edilen bu soyların yüksek düzeyde Hg 

ve radyasyonlu atık alanlarında gelişebildiği gösterilmiş ve Hg II ‘yi etkili bir şekilde 

daha az toksik olan, buharlaşabilen Hg (0) elementine dönüştürdüğü tespit edilmiştir. 

 Vido ve arkadaşları (2001) Saccharomyces cerevisiae mayası ile yaptıkları 

çalısmada, Cd (II) stresine maruz bıraktıkları maya hücrelerinin bu stres koşuluna 

hücresel yanıtını proteom analizi ile belirlemişlerdir. Araştırmada, S. cerevisiae 

hücreleri ağır metal stresine cevap olarak 54 proteinin sentezini arttırırken, 43 proteinin 

sentezini azaltmıştır. Çalışmada, özellikle sülfür içeren aminoasitlerin biyosentezi ile 

ilgili enzimlerin yapımının arttığı görülmüştür. Aynı zamanda araştırıcılar, glutatyon 

sentezi ile antioksidant özelliğe sahip bazı proteinlerin Cd (II) iyonları ile muamele 

edilen maya hücreleri tarafından daha fazla sentezlediğini göstermislerdir. Çalışmada, 

tiyoredoksin ve tiyoredoksin redüktaz gibi proteinlerin yapımı da ağır metal içeren 
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ortamda artmıştır. Araştırıcılar sentezi artan bu proteinlerin S. cerevisiae mayasının Cd 

(II) iyonlarına karsı hücresel savunma mekanizmasında esansiyel olduğunu 

bildirmişlerdir  

 Brim vd. (2006), toluen ve diğer hidrokarbonların yıkımını tamamlamak için 

ağır metaller içeren bu ortamlardan Cr (IV)’un indirgemesinde D. radiodurans’ı 

kullanmıştır. D. radiodurans Cr (IV)’u daha az toksik olan Cr (III)’ e doğal olarak 

indirgeyebilmektedir. Toluenin yıkımı için Pseudomanas putida’dan tod ve xyl genleri 

bakteriye klonlanmış ve rekombinant Tod/xyl soyunun 14C etiketli toluenin karbon 

dioksite ve hücresel makromoleküllerle birleştiği gösterilmiştir. Bakterinin kronik 

iyonize radyasyon varlığında veya yokluğunda kompleks besi veya minimal ortamlarda 

tolueni okside edebildiği ve Cr (IV)’u indigeyebildiği ve Cr (III) ‘e dönüştürebildiğini 

saptamışlardır. 

 Özer ve Özer tarafından (2003) yapılan çalışmada, S. cerevisiae 

mikroorganizması ile Cr (VI)‟nın giderimi için en uygun ortam koşullarını 

araştırmışlardır. Biyosorpsiyon için en uygun pH değeri 1 olarak bulunmuştur. Sıcaklık 

deneylerinde 15-25 oC arasında biyosorpsiyonun belli bir sıcaklığa kadar arttığı fakat 

sıcaklık artmaya devam ettikçe artan sıcaklık ile azaldığı bunun sebeninde artan sıcaklık 

ile biyokütle aktif sitelerin zarar görmüş olmasından kaynaklandığı belirtilmiştir. Bu 

koşullara göre optimum sıcaklık 25 oC olarak belirlenmiştir. Çalışmada başlangıç metal 

iyonu konsantrasyonu 200 mg/L, biyokütle miktarı da 1g/ L kullanılmış ve elde edilen 

deneysel veriler Langmuir izotermine uygulandığında Qmax değeri 32,6 mg/g olarak 

bulunmuştur. S. cerevisiae üzerine Cr (VI) biyosorpsiyonun tek tabakalı gerçekleştiği ve 

hesaplanan entalpi değerine göre de (-2,890 kcal/mol) biysorpsiyonun egzotemik ve 

fiziksel olarak gerçekleştiğini belirtmişlerdir. 

 Nakiboğlu Kang ve ark. (2007), Pseudomonas aeruginosa biyokütlesi ile Cr (III) 

ve Cr (VI) iyonları biyosorpsiyonunu araştırmışlardır. Biyosorpsiyon kapasitesini ve 

izoterm modellerini elde edebilmek için kesikli sistemde çeşitli başlangıç 

konsantrasyonları ile çalışma yapmışlardır. Buna göre P. aeruginosa ile Cr (VI) için 

Freundlich modelleri uygun bulunurken Cr (III)‟ün en iyi Langmuir izoterm modeli 

tarafından açıklanacağı bulunmuştur. FT-IR analizi sonuçları bakteri hücre yüzeyindeki 

krom bağlayıcı bölgelerin büyük olasılıkla karboksil ve amin grupları olduğunu ve bu 

gruplara krom iyonlarının bağlanmasında komplekşmenin etkin olduğunu göstermiştir  
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2.2.  D. radiodurans ‘ın UV-C  Direncine Yönelik Çalışmalar 

 Chen vd., 2000 D. radiodurans genomunun 60 kDa büyüklüğünde bir otoantijen 

olan ve Ro olarak adlandırılan bir RNA bağlayıcı protein içerdiğini tespit etmişlerdir. 

Önceleri yalnızca yüksek yapılı ökaryotlarda oldğu düşünülen bu protein, Y RNA 

olarak bilinen RNA 'ların küçük alt ünitesine bağlanmaktadır. Ro proteininin ortoloğu 

Rsr D. radiodurans' ın UV radyasyona olan direncine katkıda bulunmaktadır. Rsr, 

RNA' nın çeşitli küçük alt ünitelerini bağlar ve rsr ' i kodlamaktadır, UV radyasyonun 

akabinde bu rsr sentezlenerek birikmeye başlar. Bu sonuçlar  Ro RNPs ' nin hücrede UV 

radyasyonu takiben hücresel savunmada rol oynadığını ortaya koymuştur.            

 D. radiodurans ' ın gama (γ) radyasyonun akut dozlarından etkilenmemesi, DNA 

çift zincir kırıklarını tamir eden etkin bir homolog rekombinasyonu içeren bifazik bir 

mekanizma ile gösterilmiştir. Fakat bazı bakterilerde DNA zincir kırıklarını tamir eden 

enzim (RecBC ) mutantının, E. coli  ' den daha duyarlı olduğu gösterilmiştir. 

Rekombinant Deinococcus' da, E. coli ' nin  recBC genini ifade edildiğinde UV 

toleransının 3 kat daha arttığı tespit edilmiştir. D. radiodurans' ın radyasyona olan 

cevabında  RecBC 'nin aşırı ifadesi RecD' den bağımsızdır. γ radyasyon toleransının 

eksikliği in vivo degredasyon oranının artmasına katkıda bulunmaktadır. Deinococcus  

hücrelerinin UV maruziyetine bağlı olarak RecBC sentezleyebildiği gösterilmiştir. Bu 

sonuçlar, RecBC' nin aşırı üretiminin gama radyasyonun zarar verdiği DNA tamir 

mekanizmasıyla rekabet içinde olduğunu desteklemektedir (Khairnar vd., 2008). 

 

2.3. D. radiodurans ‘ın Antioksidan Enzim Kapasitesine Yönelik Çalışmalar 

 Sheng vd., 2005 yılında yaptıkları çalışmada radyasyonun neden olduğu reaktif 

oksijen türlerine direnç gösterebilen D. radiodurans' da  reX (dr1310) geninin 

mutansyonu ile reaktif oksijen türlerine karşı savunma mekanizması arttırılmıştır. 

Ayrıca reX' in bu bakteride aşırı ifadesi antioksidan aktiviteyi önemli ölçüde 

baskılamıştır. Radyasyona maruz bırakılmayan hücrelerde mutant D. radiodurans 

yabanıla göre 2.16 kat ROT süpürücü etkiye sahiptir. Diğer taraftan recX+/DR1 soyu 

yabanıla göre daha düşük ROT süpürücü etkiye sahiptir. Radyasyondan sonra mutant 

soyda radikal süpürücü etki tetiklenmemiştir. Hücrelerdeki iki önemli antioksidan 

proteinler olan süperoksit dismutaz ve katalaz analizleri sonucu reX ' in antioksidan 

enzimlerin üretimini baskıladığı ve D. radiodurans' da ROT savunma sistemini negatif 

olarak regüle ettiğini ve bu etkinin radyasyon ile azalabileceğini ortaya çıkarmışlardır. 



43 
 

 Yun ve Lee (2001) yaptıkları bir çalışmada, elektroforetik özellikleri ve metal 

kofaktörlerine bağlı olarak yüksek UV-dirençli bakteriler olan D. radiodurans 

D.grandis ve D. proteolyticus gibi Deinococcus türlerinde süperoksit dismutaz (SOD)' 

ın elektroforetik ayrıştırması ile birden fazla süperoksit dismutaz (SODs) formunu 

ortaya çıkarmıştır. D. radiophilus ve D. radiopugnans' da  tek tip SOD, Deinococcus 

radiodurans' da MnSOD, FeSOD ve Mn / FeSOD bulunmaktadır. metal kofaktör 

yapılarına bağlı olarak çeşitlilik gösteren her bir mezofilik Deinococcus türündeki SOD 

profili, Deinococcus türlerinin belirlenmesinde önemli olmaktadır. 

 Tian vd., (2007),  reaktif oksijen türlerine yüksek direnç gösteren D. 

radiodurans' da karotenin bu dirençteki katkısı araştırılmıştır. Bunun için D. 

radiodurans' da mutasyonla karetenoid sentez yolağını fitoen sentaz geni bloke edilerek 

çevresel stres altında hücrelerin hayatta kalma dereceleri değerlendirilmiştir. D. 

radiodurans'ın  renksiz mutantı R1ΔcrtB, karotenoid sentezinde  başarısız olmuştur ve 

yabanıl tipe göre iyonize radyasyon, hidrojen peroksit ve kuraklık gibi koşullara daha 

duyarlı olduğu tespit edilmiştir.  Bu sonuçlar D. radiodurans karotenoidlerinin çevresel 

stresle  mücadelede bakteriye katkısının olduğunu düşündürmektedir. Kemilüminesans  

analizleri,  karotenoid sentez yolunda önemli bir ürün olan deinoxanthin' in H2O2 ve 

singlet oksijene savunmada  karoten (likopen ve β-karoten) ve iki ksantofil (zeaksantin 

ve lutein) 'den  önemli ölçüde daha güçlü bir savunma yeteneğine sahip olduğunu 

göstermiştir. Deinoksantin' in aynı zamanda  DNA üzerinde koruyucu bir etki gösterdiği 

tespit edilmiştir. Elde edilen bulgular deinoksantinin güçlü bir antioksidan etkisinin 

olduğunu ve D. radiodurans' ın direnç mekanizmasına direncine katkıda bulunduğunu 

desteklemektedir. 

 Hua vd., 2003 yaptıkları çalışmada, D. radiodurans' da DNA tamirinde ve 

antioksidan savunmada anahtar rol oynayan  pprl genini tanımlamışlar ve bu genin bir 

transpozonla inaktive edilmesi sonucu bakterinin yabanılına göre daha duyarlı hale 

geldiğini saptamışlardır. Yapılan analizler sonucunda pprl geninin katalaz enzim 

aktivitesini arttıran recA ve pprA geninin sentezini aktive ettiğini tespit etmişlerdir. 

Yine bu genin bloke edilmesi D. radiodurans ' ın antioksidan savunmasında önemli 

payı olduğu düşünülen karetenoidlerin sentezinde de azalmaya neden olduğu 

gösterilmiştir.  

 Yapılan bir çalışmada Song vd. (2000) D. radiodurans’ da süperoksit dismutaz 
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indüklenme durumlarını saptamak amacı ile D. radiodurans, artan dozlarda (6.1015
 ile 

iyon /cm2
 - 8.10 14

 iyon/cm2
 ) N+

 ışınlarına maruz bırakılmış ve buna bağlı olarak 

hücrelerdeki SOD ve CAT enzimi arasındaki değişim karşılaştırılmışlardır. Buna göre 

N+
 ışını ile maruz bırakılan örneklerde enzim aktivitelerinde bir artışın olduğu 

saptanmıştır. Özellikle hücrelerin Mn-SOD aktivitesinde artışlar tespit edilmiştir. Bu 

sonuçlar bakterinin, oksidasyonun zararlı etkisine karşı etkin bir savunma 

mekanizmasına sahip olduğunu ve Mn-SOD ‘un indüklenebilir bir enzim olduğunu 

göstermiştir. Aynı çalışmada bakterilerin büyüme ortamlarına bir protein sentezi 

inhibitörü olan kloramfenikol eklenerek enzim aktivitelerindeki değişimler 

araştırılmıştır. Sonuçta kloramfenikol içeren ortamlardaki bakterilerin enzim 

aktivitelerinde bir artış gözlenmemiştir. Bu da D. radiodurans’ın oksidatif strese adapte 

olmak için de-novo protein sentezine ihtiyaç duyduğunu göstermiştir. 

 Katalaz, reaktif oksijen türlerine karşı hücreleri korumada anahtar rol oynayan 

bir enzimdir. Kobavashi vd., 2006 yaptıkları bir çalışmada, radyasyona dirençli D. 

radiodurans bakterisinden  Kat A (DR1998)' karekterizasyonunu, saflaştırılmasını ve 

klonlanmasını araştrımışlardır. Saflaştırılan D. radiodurans Kat A monomerinin 

molekül büyüklüğünün 65 kDa, enzimin büyüklüğünün 240 kDa olduğu tespit 

edilmiştir. Homotetramer yapıdaki Kat A 'nın spesifik aktivitesi 68800 U/mg proteindir  

ve aktivitesi sodyum azid, sodyum siyanid ve 3-amino-1,2,4-triazol gibi kimyasallarla 

bloke olmaktadır. Kat A' nın absorpsiyon spektrumu 408 nm' de max absorbans 

vermiştir. Peroksidaz aktivitesi bulumamaktadır. Bu sonuçlar D. radiodurans Kat A' nın 

tipik bir tek fonksiyonlu olduğunu ve hem grubu içerdiğini göstermiştir. hücrelerde bol 

miktarda buunan Kat A tipik olarak H2O2 ' ye karşı hücresel savunmada görev alarak 

bakterinin oksidatif zarara karşı canlı kalma stratejisinde anahtar rol oynamaktadır. 

 Yapılan bir çalışmada Melin vd. (1997) D. radiodurans’ın farklı soylarının 

oksidatif zarara karşı duyarlılıklarını araştırmışlardır. Bu amaçla kültür ortamına farklı 

konsantrasyonlarda hidrojen peroksit, bakır sülfat, ve askorbik asit gibi oksidanlar 

eklenmiştir. D. radiodurans’ın kırmızı pigmentli (yabanıl) ve renksiz mutant soylarında 

antioksidan enzimleri ve vitamin düzeylerindeki değişimler karşılaştırılmıştır. Buna 

göre farklı oksidanların yüksek konsantrasyonlarına bağlı olarak pigmentli bakterinin 

SOD ve CAT aktivitesinin renksiz mutant soydan daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Ayrıca pigmentli bakterilerle renksiz mutant soyların, radikallerin letal etkisine karşı 

yüksek koruma sağlayan A ve E vitamini düzeyleri karşılaştırıldığında pigment içeren 
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bakterinin, A ve E vitamini düzeylerinin renksiz bakteriden daha yüksek oranda 

bulunduğu saptanmıştır. 

 Markille vd., 1999  D. radiodurans' ın R1 suşunda basit ve genel hedef 

mutasyonlar yaparak katalaz (KAT A) ve süperoksit dismtaz (SOD A) mutantlarını 

oluşturmuşlardır. Yabanıl ve mutant kültürlere 8000-32000 Gy arası farklı dozlarda 

iyonize radyasyon uygulanmıştır. Yabanıl ve KAT A mutantı düşük dozlara benzer 

şekilde cevap verirken yüksek dozlarda KAT A mutantının, yabanıla göre 2-15 kat daha 

duyarlı hale geldiği görülmüştür. SOD A mutantı ise, yüksek dozlarda yanabıl ve KAT 

A mutantına göre 3-90 kat daha duyarlı hale gelmiştir. Bu sonuçlar süperoksit dismutaz 

ve katalaz proteinlerini içermeyen her iki mutantında iyonize radyasyonun neden 

olduğu oksidatif stresle başa çıkmada yabanıla göre daha hassas olduğu ve bu iki 

enzimin bakterinin radyasyona karşı geliştirdiği direnç mekanizmalarına katkıda 

bulunduğunu ortaya koymuştur. 
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3. MATERYAL  VE  YÖNTEM 

 Çalışmamızda, farklı doz ve sürelerdeki UV radyasyon ve ağır metal 

uygulamaları gibi stres faktörlerinin etkilerini saptamak amacıyla bakterilerdeki 

adaptasyon mekanizmalarıyla ilişkili olduğu düşünülen çeşitli biyobelirteçlerin tesbiti 

şu şekilde planlanmıştır; 

3.1 Çalışmada kullanılan Deinococcus radiodurans ve  rekombinantları 

 

 Bu çalışmada, oksidatif zarara, genotoksik kimyasallara, iyonize ve UV 

radyasyonun yüksek seviyelerine ve kurumaya karşı ekstrem olarak direnç gösteren 

Deinococcaaceae familyasına ait Gram (+) bir bakteri olan Deinococcus radiodurans 

R1 (ATCC BAA-816), bu bakterinin vgb geni klonlanmış rekombinantı ve kontrol 

olarak da vgb¯ rekombinant suşu kullanıldı. Deinococcus radiodurans‘ in iki 

rekombinantından puc8 plazmitini taşıyan Dr[pUC8] olarak, aynı plazmitin vgb geni 

taşıyan formu ise Dr[pUC8:15] olarak adlandırılmaktadır. 

 

                 

Şekil  3.1. D. radiodurans ve rekombinantları 

3.2. Araştırmada Kullanılan Besi Yerleri 

 

 Çalışmamızda D. radiodurans‘ ın büyüme ortamı olarak  bu bakterinin kendi 

özel besi ortamı olan TGY agar (Tripton Glukoz Yeast Agar) ve TGY broth ( Tripton 

Glukoz Yeast broth) (pH:7,5) kullanıldı. Besiyerinin içeriği Çizelge 3.1 ‘de verilmiştir. 

Yabanıl  vgb pUC 8 
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Besiyerleri 100 ml kapasiteli erlenlerde 20 ml besiyeri olacak şekilde 20 dakika 

121°C’de 1 atm basınç altında otoklavlandı. 

. 

 

Çizelge 3.1. TGY Broth Besiyerinin İçeriği (g L-1) 

Tripton 10 

Maya özütü  5 

Glikoz  1 

 

Bu sıvı besi yerlerinin içine 15g L-1 agar ilave edilerek katı besiyerleri elde edilmiştir. 

 

3.3. Araştırmada Kullanılan Kimyasallar ve Ayıraçlar 

 

 Bu çalışmada kullanılan TGY agar besiyeri, Ksantin, ksantin oksidaz, sitokrom-

c, BSA (Bovine Serum Albumin), SOD (Süperoksit Dismutaz) ve NaOH Sigma’dan  

KH2PO4, K2HPO4, NaH2PO4, EDTA (Etilen daimintetraasetik asit) ve H2O2 ise Merck 

firmasından temin edildi. Ağır metal uygulamalarında kullanılan  Cd(NO)2 Alfa Aesar 

firmasından CrCl3 ise Aldrich firmasından temin edilmiştir. Yine SOD ve CAT 

enzimlerinin protein elektroforezi için gerekli kimyasallar ve standartları Sigma 

firmasından temin edilmiştir. 

 

3.4. Bakteri Stoklarının Hazırlanması 

 Bu çalışmada kullanılan bakterilerin uzun süreli stokları % 20 gliserol (v/v) 

içeren TGY sıvı besiyerinde hazırlanarak -20 ºC ‘de muhafaza edildi. Ancak her 

çalışmada  kullanılan bakterilerden D. radiodurans ve rekombinantları TGY agar içeren 

petrilerde üretilmiş ve +4 ºC’de buzdolabında muhafaza edilmiştir. Buzdolabında 

saklanan bakterilerden steril şartlar altında öze ile alınarak Bölüm 3.2.’ de anlatıldığı 

gibi hazırlanan TGY broth (20 ml/100ml) içeren erlenlere ekimi yapılmıştır. Yabanıl ve 

rekombinant bakteriler  32 ºC’de ve 150 rpm’de çalkalamalı olarak üretildi. Üretilen bu 

stok kültürler bir gece inkübasyonun sonunda alınarak TGY broth besiyeri içeren 

erlenlere 1ml/20ml olacak şekilde ekimleri yapılmıştır. Daha sonra bu kültürler deneyin 

sonraki aşamalarında amaca uygun olarak kullanıldı. 
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3.5. vgb Klonları 

 Bu çalışmada kullanılan D. radiodurans’ın Dr[pUC8] ve Dr[pUC8:15] 

rekombinantları İnönü Üniversitesi Moleküler Biyoloji bölümünde Hikmet Geçkil' in 

laboratuarından temin edilmiştir. pUC8 plazmiti 2.7 kb büyüklüğünde olup işlevsel bir 

lacZ geni taşımaktadır. pUC8:15 plazmiti ise, 5 kb büyüklüğündedir ve 2.3 kb 

uzunluğundaki multi klonlama bölgesine vgb geni yerleştirilmiştir. 

 

            

Şekil 3.2. pUC8 ve pUC8:15 plazmitlerinin fiziki haritası  

 

3.6. Bakterilerin Üreme Eğrilerinin Çıkartılması: 

 

 Bu çalışmada üreme potansiyelleri bilinmeyen rekombinant bakterilerin üreme 

eğrilerini saptamak amacıyla TGY broth besiyeri hazırlandı, otoklavlandı ve steril 

koşullar altında bakterilerin ekimi yapılarak stok kültürler oluşturuldu. Bu stok 

kültürlerden taze  hazırlanan besi yerlerine 1/50 ml olacak şekilde ve her bakteri için üç 

tekrarlı olmak koşuluyla ekimler yapıldı ve 0. saatten itibaren başlayarak 12. saate kadar 

her saat başı, daha sonra da 24.saat, 48.saat ve 72. saatte kadar 600 nm‘de absorbanslar 

okundu. Bu absorbans değerlerine bağlı olarak her iki bakteri suşu için elde edilen 

sonuçlara göre üreme eğrileri saptandı. Aynı zamanda her iki bakteri suşu için canlı 

hücre sayımı da yapılarak üreme eğrisi için elde edilen absorbans değerleri desteklendi. 

3.7. Bakterilerin UV-C Radyasyona Maruz Bırakılması ve Canlı Hücre Sayımının 

Yapılması 

 Bakterilerin ultraviyole radyasyona olan direncini saptamak amacıyla, her üç 

bakteri için sıvı stok kültürler hazırlanmış ve bunların TGY broth içeren 20/100 ml ‘lik 

erlenlere ekimi yapılarak belli sürelerde (30, 60, 90, 120, 180, 240 ve 360 dk.) UV-C’e 
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maruz bırakılmıştır. UV radyasyona maruz kalan bir organizmanın canlı kalma 

yeteneği, tipik olarak UV uygulanmış kültürlerin uygun dillüsyonlar kullanılarak agar 

içeren plaklarında canlı kalan hücrelerin sayılmasıyla belirlenmektedir.  Canlı hücre 

sayımında kullanmak üzere seri sulandırma için de % 0,09 NaCl içeren serum fizyolojik 

ve yine her bakteri için steril koşullarda TGY agar dökülmüş plaklar hazırlandı. 

Hazırlanan serum fizyolojik 15 ml’lik tüplere, her tüpe 10ml olacak şekilde aktarıldı. 

Seri sulandırma 5 tüp üzerinden yapılmıştır. Her üç bakteri için stok kültürlerden belli 

miktarlarda alınarak önce 1. tüpe sonra bu tüp karıştırıldıktan sonra 2. tüpe, 2. tüpten 3, 

4 ve 5. tüplere aktarılmış ve canlı hücre sayımı 3. 4. ve 5. tüplerden 2 farklı 

konsantrasyonda (50 μl ve 100 μl) alınıp plaklara ekimi yapılarak 32 ºC’de 1 gece 

inkübasyona bırakıldı. Gözle görülebilir büyüklüğe erişen koloniler sayılarak kültür 

ortamındaki canlı hücre sayıları tespit edildi. Katı besiyerinde yapılan sayım 

sonuçlarının verilmesinde koloni oluşturan birim esas alındı (kob/ ml). 

 

kob/g (ml) = İki paralel plağın ortalaması x Dilüsyon faktörü 

 

 Bu çalışmada Philips TUV 15 Watt/G15 T8 254 nm dalga boyuna sahip 45 cm 

boyunda UV-C lambası kullanılmıştır. Örnekler Şekil 3.3’deki gibi lambadan 11 cm 

uzaklığa yerleştirilmiştir. UV-C radyasyon kaynağı tavana 6 cm mesafe ile 

yerleştirilmiştir. Işınlama için 90 x 60 x 70 cm boyutlarındaki alüminyum  ile kaplı tahta 

bir kabin kullanılmıştır. Lamba ile örnekler arası ışınlama mesafesi 11 cm’dir. 

Lambanın yüzeyinden 1 cm mesafede 15 w’lık bir güç var olduğundan dolayı 11 

cm’deki uygulanan gücün değeri 0,124 wattır. 11cm ‘lik mesafeden yapılan bu ışınlama 

46 x 13 cm’lik bir yüzey alanını kapsamaktadır.  
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Şekil 3.3. Bakterilerin UV-C radyasyona maruz bırakılması 

 

 Canlı hücre sayımı için UV-C uygulama süresine bağlı olarak uygulanan doz 

miktarları aşağıdaki çizelgedeki gibidir. 

 

            UV-Cuygulama süresi                    Doz miktarı ( j/ cm2) 

 30 dk   (1800 sn) 0,37 

 60 dk   (3600 sn) 0,75 

 90 dk   (5400 sn) 1,12 

120 dk (7200  sn) 1,49 

180 dk (10800 sn) 2,23 

240 dk (14400 sn) 2,98 

360 dk (21600 sn) 4,47 

12 saat (43200 sn) 8,94 

24 saat (86400 sn) 17,88 

48 saat (172800 sn) 35,76 

 

3.7.1  Bakterilerin UV-C Radyasyona Maruz Bırakılması ve Enzim Aktivite Tayini 

İçin  Uygulaması Sonrası İşlemler 

 Bakterilerin belli sürelerdeki UV-C radyasyon uygulaması sonrası enzim 

aktivitelerinde meydana gelen değişiklikleri saptamak amacıyla yine her üç bakteri için 

sıvı stok kültürler hazırlanmıştır. Bunların TGY broth içeren 20 ml/100 ml’lik  TGY 

içeren erlenlere ekimi yapılarak süperoksit dismutaz ve katalaz enzim tayinleri için 6, 

12, 24 ve 48 saat UV-C’e maruz bırakılmıştır.  

 Enzim aktivite tayini için UV-C uygulama süresine bağlı olarak uygulanan doz 

miktarları aşağıdaki çizelgedeki gibidir. 
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Süresi biten örneklere sırasıyla aşağıdaki işlemler uygulanmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       Tüplere UV’e  maruz bırakılmış kültürlerden koyuldu.  

 

                       
              10000 devirde 15 dakika süresince santrifüj edildi. 

 

          Süpernatan dökülerek hücreler tamponla yıkandı.  

 

       Tekrar 10000 devirde 15 dakika santrifüj edildi.  

 

Süpernatan dökülürek peletin ağırlığı toplam 

ağırlıktan tüplerin boş ağırlıkları çıkarılarak 

hesaplandı. 

 

Pelet, ağırlığının 4 katı kadar 

homojenizasyon tamponuyla sulandırıldı 

(pH=7,4 PBS tamponu) 

 

Homojenat buz içinde 30 sn 

aralıklarla 3 kez sonikasyon yapıldı. 

 

15000 devirde/ 15 dk/ +4C ‘ de 

santrifüj edildi 

 

Süpernatan alınarak,          

ependorflara  konuldu. 
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3.8 Enzim Aktivite Tayini 

 Enzim aktivitesi tayin işlemlerinde, spektrofotometre (SHİMADZU UV-visible 

Spectrophotometer UV-1601) kullanıldı. Bütün enzimlerin aktiviteleri her bakteri için 

üç tekrarlı olarak ölçüldü. 

 

3.8.1 Katalaz Enzimi Tayini 

 Katalaz enziminin aktivite tayini Luck (1963) yöntemine göre yapıldı. Katalaz 

enziminin aktivite tayini için pH=7 olan 1/15 M’lık Sodyum–Potasyum ( KH2PO4 –

NaHPO4) tamponu hazırlandı. Tamponun 100 ml’ sine 270 μl H2O2 eklendi. Katalaz 

aktivite tayininde kullanılacak olan kör için sadece tampon + H2O2 karışımı kullanıldı. 

Enzim aktivitesinin ölçümü için yukarıda belirtildiği şekilde hazırlanan tampon + H2O2 

çözeltisine uygun miktarda örnek eklendi ve 240 nm’ de 1 dakika boyunca absorbans 

değişimi belirlendi. Absorbans belirlendikten sonra ml’ deki enzim ünite sayısı 

spektrofotometrik olarak hesaplandı. Elde edilen değerler süpernatanın mililitresindeki 

miligram proteine bölünerek spesifik aktivite tespit edildi ( Luck., 1963). 

 

3.8.2. Süperoksit Dismutaz Enzim Tayini 

 

 Ksantin-Ksantin oksidaz sisteminde üretilen süperoksit radikallerinin sitokrom 

c’ yi indirgemesinin SOD tarafından inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite tayini 

Mc Cord ve Fridovich 1969 yöntemine göre yapıldı. Enzim aktivite tayini için   pH = 

7,8’lik 50 mM K2HPO4 tamponu ( 0,1 mM EDTA içeren fosfat tamponu) , 0,2 U/ ml 

ksantin oksidaz, 10 mM Ksantin ve 1 mM sitokrom-c çözeltileri hazırlandı. Bu 

çözeltiler kullanılarak A ve B çözeltileri hazırlandı. 

 A çözeltisi için; 0,76 mg (5 mol) ksantin’in 10 ml 0,001 N NaOH’ daki çözeltisi 

ve 24,8 mg ( 2 mol) sitokrom c’nin 100 ml 50 mM pH = 7,8 ve 0,1 mM EDTA içeren 

fosfat tamponundaki çözeltisi karıştırıldı. 

 B çözeltisi için, taze olarak hazırlanan ksantin oksidazın ( 0,2 u/ml) 0,1 mM 

EDTA ‘daki çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiler hazırlandıktan sonra kör hazırlaması ve 

örnek okuması şu şekilde yapıldı; 3 ml’ lik spektrofotometre küvetine 2,9 ml A çözeltisi 

ve 50 μl örnek ilave edildikten sonra tepkime 50 μl B çözeltisinin eklenmesiyle 

başlatıldı. B çözeltisi eklendikten ve hızlı bir şekilde karıştırıldıktan sonra 550 nm’ de 1 

dakikalık absorbans değişimi okundu. Kör okuması yapılırken örnek yerine 50 μl distile 
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su kullanıldı. Kalibrasyon grafiği çizmek için belli konsantrasyonlardaki (5.10-7M) SOD 

çözeltilerinin 5 μl, 10 μl ve 15 μl’ deki bilinen değerlerine karşılık elde edilen % 

inhibisyon değerleri grafiğe geçirildi. Bu işlem saf SOD enzimiyle yapılarak % 

inhibisyon hesaplandı. 

 

3.9. Karotenoid Tayini 

 6, 12, 24 ve 48 saat UV-C radyasyon uygulanan örneklerin karoten tayini 

spektrofotometrik olarak yapılmıştır. Bunun için, 1 ml kültürü 5000 rpm devirde  10 dk. 

santrifüj edilip, süpernatant döküldü. Bakteri  peleti üzerine  1 ml % 9’luk  NaCl  ilave 

edilip tekrar 5000 rpm' de 10 dk. santrifüj edilip, süpernatan döküldü. Daha sonra da 

pelet üzerine; 

* 1ml DMSO  

* 1 ml aseton  

* 1 ml petrol eteri ve % 20’lik NaCl  çözeltisi ilave edildi. 

 Karıştırma sonunda üstte toplanan petrol eteri katmanı ayrı bir tüpe alınarak 452 

nm’de ölçüm yapıldı. 

 

                A (452)   *  D  *    V      

             Toplam karotenoid (µg/ ml)  =   

                            0,268 

 

 A (452 )  =   Absorbans degeri 

 D = Spektrofotometre öncesi yapılan dilüsyon oranı 

V =  Petrol eter hacmi 

0,268 =  Spesifik absorpsiyon katsayısı 

3.10. Total Protein Tayini 

 Total protein tayini Bradford vd. (1980) yöntemine göre yapılmıştır. 5 μl 

supernatan mikroplakalara pipetlenip ve üzerine 250 μl Bradfoard reaktifi eklenerek 
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reaksiyon karışımı oda sıcaklığında 15 dakika karanlıkta inkübe edildi. Renk değişimine 

bağlı olarak 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu sistemi kullanılarak 

absorbansları ölçüldü. Protein miktarları saptanırken BSA standart eğrisi değerleri ile 

karşılaştırma yapılarak örnekteki total protein değerleri hesaplandı (Bradford., 1980). 

 

3.11 Bakterilere Ağır Metal Uygulaması. 

3.11.1. Cd Uygulamasının Üreme potansiyeli Üzerine Etkisinin Saptanması 

 D. radiodurans ve rekombinantlarının Cd varlığındaki üreme potansiyellerini 

saptamak amacıyla her üç bakteri için TGY sıvı besiyerleri ve Cd uygulaması için de 

50000 ppm’lik Cd stoğu hazırlanmıştır. Yapılan ön denemeler sonucunda Cd için doz 

aralığımız 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm ve 1500ppm olarak kararlaştırılmıştır. 

Hazırlanan besi yerlerine belirlenen dozu sağlamak amacıyla belli miktarlarda Cd 

eklenmiş (100 µl, 200 µl 400 µl, 600µl) ve  stok kültürlerden bakteri ekimleri yapılarak 

0.saatten itibaren 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. saat, 12. saat ve 24. saat‘lerde 

spektrofotometrede absorbansları ölçülerek, üreme potansiyelleri saptanmıştır.    

3.11.2. Cr Uygulamasının Üreme potansiyeli Üzerine Etkisinin Saptanması 

 D. radiodurans ve rekombinantlarının Cr varlığındaki üreme potansiyellerini 

saptamak amacıyla her üç bakteri için TGY sıvı besiyerleri ve Cr uygulaması için de 

50000 ppm’lik Cr stoğu hazırlanmıştır. Yapılan ön denemeler sonucunda Cr için doz 

aralığımız 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm ve 2000 ppm olarak 

kararlaştırılmıştır. Hazırlanan besi yerlerine belirlenen dozu sağlamak amacıyla belli 

miktarlarda Cr eklenmiş (100 µl, 200 µl, 400 µl, 600 µl ve 800 µl) ve  stok kültürlerden 

bakteri ekimleri yapılarak 0.saatten itibaren 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. 

saat, 12. saat ve 24. saat‘ lerde spektrofotometrede absorbansları ölçülerek, üreme 

potansiyelleri saptanmıştır.    

3.11.3. Ağır Metal Biyosorpsiyonu 

 Yabanıl ve rekombinat D. radiodurans suşlarının ağır metal giderim 

kapasitelerini belirlemek için; sulu ortamda başlangıçta ve biyosorpsiyon sonrası kalan 

metal derişimi Perkin Elmer AAnalyst 800 Atomik Absorpsiyon spektrofotometresinde 

hava-asetilen alevinde  tayin edildi.  
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 Biyosorpsiyon, sulu ortamlardan metal iyonlarının biyokütle tarafından 

alınmasıdır. Biyosorbent yüzeyinde tutulacak çözünmüş maddelerin biyokütle etrafını 

saran çözücü sıvı film içerisinden geçmesi gerekmektedir. Biyosorpsiyon şartlarının 

gerçekleşebilmesi için bazı optimal koşulların oluşması gerekmektedir. Biyosorpsiyon 

yöntemi metal iyonu türü, biyokütle türü ve miktarı, konsantrasyon, sıcaklık, çözelti 

pH’sı gibi fizikokimyasal faktörlerden etkilenmektedir. 

 

3.8.3.1. Optimum Doz ve Sürenin Belirlenmesi 

 

 En iyi ağır metal biyosorpsiyonunun olduğu doz ve süreyi saptayabilmek 

amacıyla  Cd (II)  için 250 ppm , 500 ppm, 1000 ppm ve 1500 ppm, Cr (III) için 250 

ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm ve 5000 ppm aralığında metal dozları, 30 dk, 60 

dk, 90 dk, 120 dk ve 180 dk' lık sürelerde deneyler yapılmıştır. Bunun için, TGY besi 

ortamına belirlenen metal dozunu sağlamak amacıyla stok metal çözeltilerinden metal 

ilavesi ve 1 ml yabanıl ve rekombinant suşları eklenerek  belirlenen sürelerde etüvde 

inkübasyona bırakılmıştır. Süresi biten örnekler 4500 rpm' de santrifüj edilmiş ve elde 

edilen süpernatan biyosorpsiyon kapasitesini tespit etmek amacıyla AAS' de tayin 

edilmiştir. Bu şekilde elde edilen besi yerinde kalan metal miktarı hesaplanarak 

bakterilerin biyosorpsiyon kapasiteleri tespit edilmiştir. 

  

3.8.3.2. Optimum Sıcaklığın Belirlenmesi 

 

  Sıcaklık biyosorpsiyonun gerçekleştiği reaksiyonlarda önemli bir parametredir. 

Yabanıl ve rekombinant suşların en iyi doz ve süredeki biyosorpsiyon kapasiteleri 

saptandıktan sonra  belirlenen doz ve sürede hazırlanan örnekler sıcaklık optimizasyonu 

için 10, 20, 30 ve 40 ᵒC 'deki sıcaklıklarda inkübasyona bırakılmış ve süresi biten 

örnekler 4500 rpm' de santrifüj edildikten sonra süpernatan AAS' de ölçülerek 

biyosorpsiyon kapasiteleri hesaplanmıştır. 

 

3.8.3.3. Optimum pH' nin Belirlenmesi  

 

 pH optimizasyonu için örneklerin pH' sı  4, 5, 6, 7, 8 ve 9 olarak ayarlanmıştır. 

Bu pH derecelerini ayarlayabilmek amacıyla 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI kullanılmıştır. 

Çalışmada farklı pH’larda hazırlanan besiyerlerine belirlenen metal konsantrasyonları 
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eklenerek diğer optimum koşullar da sağlandıktan sonra inkübasyona bırakılmış ve 

süresi biten örnekler alınarak 4500 rpm' de santrifüj edilip süpernatanlar AAS' de 

ölçülerek biyosorpsiyon kapasiteleri hesaplanmıştır. 

 

3.8.3.4. Optimum Karıştırma Hızının Belirlenmesi 

 

 Metal biyosorpsiyonuna etki eden faktörlerden birisi yöntemin gerçekleştiği 

ortamdaki karıştırma hızıdır. Bakterilerin  biyosorpsiyon kapasitesinin en iyi olduğu 

çalkalama değeri 50, 100, 150, 200 ve 250 rpm' lerde denenmiştir. Bunun için besi 

yerlerine belirlenen metal konsantrasyonları eklenerek diğer optimum koşullar da 

sağlandıktan sonra farklı çalkalama değerlerinde inkübasyona bırakılmış ve süresi biten 

örnekler 4500 rpm' de santrifüj edilip, süpernatan AAS' de ölçülerek biyosorpsiyon 

kapasiteleri hesaplanmıştır. 

 

3.9. Bakterilerin metal uygulaması öncesi ve sonrası SEM fotoğraflarının 

saptanması 

 D. radiodurans ve rekombinantları, ağır metal uygulaması öncesi ve sonrası 

bakterilerin hücresel yapılarındaki değişimleri saptamak amacıyla İnönü Üniversitesi 

Bilimsel ve Teknoloji Araştırma Laboratuvarı, bünyesinde bulunan Leo evo 40 marka 

Scaning Elektron Mikroskobu kullanılmıştır. Taramalı elektron mikroskobu katı 

yüzeyler hakkında morfolojik ve topografik bilgi sağlayan, yüzeylerin davranışlarının 

anlaşılmasını kolaylaştıran bir yöntemdir (Newbury et al. 1990).  Bir lam üzerine 

yayılıp kurutularak hazırlanan preparatların üzeri altın-paladyum ile kaplanarak SEM’ 

de incelenmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. D. radiodurans ve Rekombinantlarının Üreme Eğrileri 

 D. radiodurans' ın yabanıl ve vgb+ ve vgb- rekombinant suşlarının üreme eğrileri 

hem OD600' de absorbansları alınarak hem de direkt canlı hücre sayımı yapılarak tespit 

edilmiştir. 

4.1.1. OD600 ile Üreme Eğrilerinin Çıkartılması 

 D.radiodurans ve rekombinantlarının absorbans değerlerine bağlı olarak elde 

edilen üreme eğrileri Şekil 4.1' de gösterilmiştir. Buna göre rekombinant bakteriler 

birbirine yakın üreme potansiyellerine sahipken, yabanıl bakteri jenerasyon süresinin 

daha uzun olması sebebiyle farklı üreme dilimlerine sahiptir. 

 

Şekil 4.1. D. radiodurans yabanıl (W), vgb+(pUC 8:15) ve vgb-(pUC8) suşlarının 

zamana bağlı üreme grafikleri 

4.1.2. Canlı Hücre Sayımı ile Üreme Eğrilerinin Çıkartılması 

 D. radiodurans ve rekombinantlarının absorbans değerlerine paralel  olarak 

yapılan canlı hücre sayımlarına göre elde edilen üreme eğrileri Şekil 4.2' de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.2. D. radiodurans yabanıl (W), vgb+(vgb) ve vgb-(pUC8) bakterilerinin canlı 

hücre sayılarına bağlı üreme grafikleri (Yabanıl bakteriye ait canlı hücre sayıları 

grafikte kıyaslanabilir olması için 1000 ile çarpılarak elde edilmiştir.)  

 Buna göre OD600 değerleriyle canlı hücre sayıları birbirine paralel olup 

bakterilerin üreme fazları aşağıdaki gibi tespit edilmiştir.  

Tablo 4.1.  Bakterilerin üreme fazları 

 Lac fazı Loc fazı Sekonder faz Litik faz  

D. radiodurans (yabanıl) 0-8 10-12 24-48 48-72 

D. radiodurans (vgb) 0-4 4-8 6-12 12-72 

D. radiodurans (pUC8) 0-6 6-8 8-12 12-72 

 

4.2. UV-C Uygulaması Sonrası Canlı Hücre Sayıları 

 Yabanıl ve rekombinant suşlar 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 12, 24 ve 48 saat süresince 

UV-C radyasyona maruz bırakılmıştır ve buna bağlı olarak üreme potansiyellerindeki 

değişimler saptanmıştır. Buna göre D. radiodurans (yabanıl)' ın  1,5 saat UV-C 

uygulamasına kadar radyasyondan etkilenip canlı hücre sayısında bir düşüşün meydana 

geldiği görülmüştür. Ancak 1.5 saatten 6. saatte kadar ki uygulamada bakteri, radyasyon 

uygulanmamış gruplarla paralel bir üreme potansiyeline sahip olduğunu göstermiştir. 

Ancak 6 saatlik uygulama sonrası bakterinin doz artışına bağlı olarak radyasyondan 

etkilenip canlı hücre sayısında bir azalma görülmüştür. Bu düşüş, 24 saatlik uygulama 

sonrası bakterinin sahip olduğu direnç ve tamir mekanizmaları sayesinde yeniden 

yükselişe geçmiştir. 
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Şekil 4.3. D. radiodurans (yabanıl) ' in UV-C uygulamasının üreme potansiyeli üzerine 

etkisi 

 D. radiodurans (vgb)' i UV-C uygulanmış ve uygulanmamış gruplarla 

kıyasladığımızda bakterinin canlı hücre sayısında uygulama dozuna bağlı olarak bir 

düşüş meydana gelmiştir. En düşük canlı hücre sayısı 6 saatlik UV-C uygulanan 

örneklerde kaydedilmiştir. 

 

Şekil 4.4. D. radiodurans (vgb) ' in UV-C uygulamasının üreme potansiyeli üzerine 

etkisi 

 D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan örneklerini kontrol gruplarıyla 

kıyasladığımızda bakterinin uygulanan radyasyon dozuna bağlı olarak canlı hücre 

sayısında bir düşüşün olduğu  ve radyasyondan (vgb+)' den daha fazla etkilendiği 
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görülmüştür. En düşük canlı hücre sayısı 6 saatlik radyasyon uygulanan örneklerde 

tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.5. D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulamasının üreme potansiyeli üzerine 

etkisi.  

4.3. UV-C Uygulaması Sonrası Enzim Aktivitesi 

 D. radiodurans yabanıl ve rekombinant bakterilerde ultraviyole radyasyonun bu 

bakterilerde önemli antioksidan sistem elemenları olan SOD ve KAT gibi enzimler 

üzerine olan etkilerini saptamak amacıyla bakteriler 6, 12, 24 ve 48 saat UV-C 

uygulanmış ve elde edilen sonuçlar radyasyon uygulanmayan kontrol gruplarıyla 

kıyaslanmıştır. 

4.3.1. UV-C Uygulaması Sonrası SOD Aktivitesi 

 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerinde UV-C radyasyona 

maruz bırakılan ve bırakılmayan gruplarda süperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri 

saptanmış ve sonuçlar Çizelge 4.1’de verilmiştir. Buna göre D. radiodurans (yabanıl)' 

da ilk 6 saatlik UV-C uygulaması sonrası SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna göre 

düşmüş, 12 ve 24 saatlik uygulamalarda ise kontrole göre bir artış saptanmakla birlikte 

en yüksek enzim aktivitesi de 24 saat UV-C uygulanan örneklerde (939,04 µmol/ml/mg 

protein) tespit edilmiştir. 48 saatlik yüksek UV-C doz uygulaması sonrasında ise en 

düşük enzim aktivitesi (19,2 µmol/ml/mg protein) gözlenmiştir. 

 D. radiodurans (vgb)' de UV-C uygulamasına bağlı olarak kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldıklarında SOD enzim aktivitesinde genel olarak bir artış gözlenmiştir. En 
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düşük enzim aktivitesi 12 saatlik UV-C uygulanan örneklerde 372,5  µmol/ml/mg 

protein, en yüksek enzim aktivitesi ise, 48 saat UV-C uygulanan örneklerde 1427,07 

µmol/ml/mg protein olarak kaydedilmiştir. 

 D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan örneklerini kontrol gruplarıyla 

kıyasladığımızda SOD enzim aktivitesinde bir artış olduğu gözlenmiştir.En düşük 

enzim aktivitesi 12 saat UV-C uygulanan örneklerde 370,13 2 µmol/ml/mg protein, en 

yüksek enzim aktivitesi ise 48 saat UV-C uygulanan örneklerde 579,19 2 µmol/ml/mg 

protein olarak kaydedilmiştir. 

 

4.3.2. UV-C Uygulaması Sonrası KAT Aktivitesi 

 D. radiodurans ve rekombinant suşlarında UV-C radyasyona maruz bırakılan ve 

bırakılmayan gruplarda katalaz (KAT) aktiviteleri saptanmış ve sonuçlar Çizelge 4.2’de 

verilmiştir. 

 Buna göre D. radiodurans (yabanıl)' da ilk 6 saatlik UV-C uygulaması sonrası 

KAT enzim aktivitesi kontrol grubuna göre düşmüş, 12 ve 24 saatlik uygulamalarda ise 

kontrole göre bir artış saptanmakla birlikte en yüksek enzim aktivitesi de 24 saat UV-C 

uygulanan örneklerde (278,66 µmol/ml/mg protein) tespit edilmiştir. 48 saatlik yüksek 

UV-C doz uygulaması sonrasında ise en düşük enzim aktivitesi (1,77 µmol/ml/mg 

protein) gözlenmiştir. 

 D. radiodurans (vgb)' de UV-C uygulamasına bağlı olarak kontrol gruplarıyla 

kıyaslandığında 24 saatlik UV-C uygulanan örneklerdeki KAT enzim aktivitesi kontrol 

grubundan yüksek olmasına rağmen 6 saatlik ışın uygulanan örneklerden daha düşük 

tespit edilmiştir. Bunun dışında diğer örneklerde doza bağlı olarak bir artış gözlenmiştir. 

En düşük enzim aktivitesi 6 saatlik UV-C uygulanan örneklerde 102,24  µmol/ml/mg 

protein, en yüksek enzim aktivitesi ise, 48 saat UV-C uygulanan örneklerde 237,4 

µmol/ml/mg protein olarak kaydedilmiştir. 

 D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan örneklerini kontrol gruplarıyla 

kıyasladığımızda 12 saatlik UV-C uygulanan örneklerdeki KAT enzim aktivitesi kontrol 

grubundan yüksek olmasına rağmen 6 saatlik ışın uygulanan örneklerden daha düşük 

tespit edilmiştir. En düşük enzim aktivitesi 12 saat UV-C uygulanan örneklerde 149,74  

µmol/ml/mg protein, en yüksek enzim aktivitesi ise 48 saat UV-C uygulanan örneklerde 

178,10 µmol/ml/mg protein olarak kaydedilmiştir. 
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Çizelge 4.3. Farklı dozlarda UV-C radyasyon uygulanan D. radiodurans ve 

rekombinant suşlarda süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT)  aktivitesi 

 

Bakteri UV-C Uygulama Süresi SOD Aktivitesi (µmol/ml/mg 

protein) 

KAT Aktivitesi 

(µmol/ml/mg protein) 

 

 

 

 

D. radiodurans (yabanıl) 

6 saat (kontrol) 124,3 ± 10,1 158,66 ± 8,5 

6 saat (UV-C) 79,06 ± 7,5 53,34 ± 6,4 

12 saat (kontrol) 229,4 ± 8,6 189,21 ± 10,4 

12 saat (UV-C) 235,06 ± 9,3 197,15 ± 8,6 

24 saat (kontrol) 252,93 ± 15,5 178,36 ± 9,4 

24 saat UV-C 939,04 ± 14,2 278,66 ± 11,2 

48 saat (kontrol) 216,07 ± 7,6 166,34 ± 9,3 

48 saat (UV-C) 19,2 ± 2,3 1,77 ± 0,9 

 

 

 

 

     D. radiodurans (vgb) 

6 saat (kontrol) 139,27 ± 4,7 52,94 ± 4,2 

6 saat (UV-C) 534,8 ± 26,4 102,24 ± 5,3 

12 saat (kontrol) 265,1 ± 8,7 52,27 ± 4,5 

12 saat (UV-C) 372,5 ± 9,6 155,66 ± 8,7 

24 saat (kontrol) 201,5 ± 6,3 57,18 ± 5,6 

24 saat UV-C 1002,2 ± 18,5 118,06 ± 9,2 

48 saat (kontrol) 330,2 ± 12,4 60,81 ± 6,3 

48 saat (UV-C) 1427,07 ± 19,6 237,4 ± 12,3 

 

 

 

 

  D. radiodurans (pUC8) 

6 saat (kontrol) 223,3 ± 11,3 38,58 ± 11,2 

6 saat (UV-C) 563,27 ± 10,4 165,27 ± 9,7 

12 saat (kontrol) 310,3 ± 9,6 41,74 ± 6,7 

12 saat (UV-C) 370,13 ± 11,2 149,74 ± 8,9 

24 saat (kontrol) 252,5 ± 8,9 60,57 ± 7,2 

24 saat UV-C 569,32 ± 11,2 172,11 ± 9,7 

48 saat (kontrol) 210,6 ± 7,8 65,90 ± 4,5 

48 saat (UV-C) 579,19 ± 13,2 178,10 ± 6,6 



63 
 

 

4.5. . UV-C Uygulaması Sonrası Karotenoid Miktarındaki Değişimler 

 6, 12, 24 ve 48 saatlik UV-C uygulaması sonrası toplam karetenoid miktarındaki 

değişimler, D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantları için tespit edilmiştir. Buna 

göre 6 saatlik UV-C uygulanan örneklerle konrol gruplarını kıyasladığımızda D. 

radiodurans (yabanıl)'a turuncu rengini veren karotenin kontrol gruplarında, 

rekombinant bakterilerden yaklaşık olarak 1,5 kat daha fazla olduğu görülmüştür. Aynı 

zamanda UV-C uygulaması sonrası bu fark yaklaşık 4,5 kata çıkmıştır. 6 saatlik UV-C 

uygulaması sonrası bakterilerin karoten miktarındaki değişimler Şekil 4.6' da 

verilmiştir. 

 

Şekil 4.6 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 6 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler 

 12 saatlik UV-C uygulanan örneklerle konrol gruplarını kıyasladığımızda D. 

radiodurans (yabanıl)'ın  kontrol gruplarında, rekombinant bakterilerden yaklaşık 

olarak 3,5 kat daha fazla olduğu görülmüştür. Aynı zamanda UV-C uyglaması sonrası 

bu fark yaklaşık 6 kata çıkmıştır. 12 saatlik UV-C uygulaması sonrası bakterilerin 

karoten miktarındaki değişimler Şekil 4.7' de verilmiştir.  



64 
 

  

Şekil 4.7 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 12 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler 

 24 saatlik UV-C uygulanan örneklerle konrol gruplarını kıyasladığımızda D. 

radiodurans (yabanıl)'ın  kontrol gruplarında, rekombinant bakterilerden yaklaşık 

olarak 3,5 kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Aynı zamanda UV-C uyglaması 

sonrası bu fark yaklaşık 8 kata çıkmıştır. 24 saatlik UV-C uygulaması sonrası 

bakterilerin karoten miktarındaki değişimler Şekil 4.8' de verilmiştir. 

 

Şekil 4.8 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 24 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler 

 48 saatlik UV-C uyguladığımız gruplarla kontrol gruplarını kıyasladığımızda D. 

radiodurans (yabanıl)' ın kontrol gruplarındaki karoten miktarının rekombinant 
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bakterilerden yaklaşık 3,5 kat daha fazla olduğu ortaya çıkmıştır. UV-C uygulamasına 

bağlı olarak bu fark 4,2 kata çıkmıştır. 48 saatlik UV-C uygulaması sonrası bakterilerin 

karoten miktarındaki değişimler Şekil 4.9' de verilmiştir. 

 

Şekil 4.9 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 48 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası toplam karetenoid miktarındaki değişimler. 

4.6. Bakterilerin Cd (II) Varlığındaki Üreme Potansiyelleri 

 D. radiodurans ve rekombinantlarının üreme ortamlarına Cd (II) eklenmiş ve 

bakterilerin bu toksik metal varlığındaki üreme potansiyelleri Şekil 4.10' da verilmiştir. 

 Bir mikroorganizma karşılaşmış olduğu strese, farklı yanıtlar verebilir. 

Bakteriler zayıf stres olarak adlandırılan sublethal bir stres ile karşılaştıklarında, 

sayılarında bir azalma meydana gelmemektedir. Fakat üreme oranında durma veya 

azalma ile sonuçlanmaktadır. D. radiodurans (yabanıl)' da Cd toksisitesine,  Cd dozuna 

bağlı olarak üreme oranındaki düşüşle karşılık vermiştir. Buna göre 250 ppm Cd 

uygulanan örneklerle 1000 ppm Cd uygulanan örnekler neredeyse aynı derecede bu 

toksisiteden etkilenmiştir. 
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Şekil 4.10. D. radiodurans ve rekombinantlarının Cd varlığında üreme potansiyelleri a) 

D. radiodurans (yabanıl), b) D. radiodurans (vgb ), c) D. radiodurans (pUC8) 

a) 

b) 

c) 
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 D. radiodurans vgb+ ve vgb - bakterilerinde ise, besi ortamındaki Cd 

toksisitesine benzer cevaplar vermişlerdir. Her iki bakterininde uygulanan Cd dozuna 

bağlı olarak üreme potansiyellerinde meydana gelen azalma 1000 ppm' lik Cd 

uygulamasının yapıldığı örneklerde daha belirgin bir şekilde gözlenmiştir. 250 ve 500 

ppm Cd uygulanan örnekler, kontrol gruplarına daha yakın bir üreme yoğunluğu tespit 

edilmiştir.   

4.7.  Bakterilerin Cr (III) Varlığındaki Üreme Potansiyelleri 

 D. radiodurans (yabanıl) ve vgb+ vgb-  rekombinantlarının besi ortamına farklı 

dozlarda eklenen Cr varlığındaki üreme yoğunlukları Şekil 4.11' de verilmiştir. Buna 

göre D. radiodurans (yabanıl)' ın 250 ve 500 ppm gibi daha düşük Cr uygulamasının 

yapıldığı örneklerde kontrol grupları da dahil daha iyi bir üreme potansiyeli sergilediği 

gözlenmiştir. 1000 ve 1500 ppm' lik Cr uygulamasının yapıldığı örnekler ise benzer 

üreme eğrilerine sahip olup diğer gruplardan daha düşük bir üreme potansiyeline 

sahiptirler. 

 D. radiodurans (vgb) rekombinantı, besi ortamına farklı dozlarda eklenen Cr 

varlığında kontrol gruplarına yakın üreme yoğunlukları sergilemiştir. Bakteride doz 

artışına paralel olarak üremelerinde de bir gerileme tespit edilmiştir. En düşük üreme 

potansiyeli 1500 ppm ' lik Cr uygulanan örneklerde görülmüştür 

 D. radiodurans (pUC8), uygulanan Cr dozuna bağlı olarak kontrol grubuyla 

benzer üreme yoğunluğuna sahiptir. En  iyi ürediği doz 250 ppm ve Cr' un 

toksisitesinden en çok etkilendiği doz ise 1500ppm' dir.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
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Şekil 4.11. D. radiodurans ve rekombinantlarının Cr varlığında üreme potansiyelleri a) 

D. radiodurans (yabanıl), b) D. radiodurans (vgb ), c) D. radiodurans (pUC8) 

a) 

b) 

c) 
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4.8. Bakterilerin Cd (II) Biyosorpsiyonu 

 D. radiodurans ve rekombinantları ile en uygun  Cd+2 iyonu giderim 

koşullarının belirlenmesi amacıyla, doz ve süre, sıcaklık, pH, çalkalama hızı  gibi 

biyosorpsiyon parametreleri incelenmiştir. pH çalışması için 4.0-9.0 aralığında, 

başlangıç Cd+2 iyon konsantrasyonu için 250-1500 mg/l aralığında ve 0-180dakika süre 

ile değişen aralıklarda örnekler alınarak Cd+2 biyosorpsiyon kapasiteleri ölçülmüştür. 

Bütün çalışmalar 250 ml’lik erlenlerde 50 ml çalışma hacminde gerçekleştirilmiştir 

 

4.8.1. Doz- Süre Optimizasyonu 

 Biyosorpsiyon çalışmalarında en iyi Cd gideriminin olduğu doz ve süreyi tespit 

etmek için, her üç bakteri  250 ppm, 500 ppm, 1000 ppmve 1500 ppm' lik Cd dozlarında 

0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 saat boyunca 32 ᵒC' de muamele edilmiştir. Buna göre 

bakterilerin Cd biyosorpsiyon yetenekleri Çizelge 4.1' de verilmiştir. 

 D. radiodurans (yabanıl)' in belli doz ve sürelerdeki biyosorpsiyon kapasitelerini 

incelediğimizde bakterinin en iyi Cd biyosorbe ettiği doz ve sürenin 250 ppm ve 60 dk. 

olduğu tespit edilmiştir (% 86,4). En düşük biyosorpsiyon kapasitesi ise 500 ppm' de 

15.dk'da tespit edilmiştir  ( % 28,82)  

 D. radiodurans (vgb)' nin belli doz ve sürelerdeki biyosorpsiyon kapasitelerini 

incelediğimizde en iyi Cd biyosorpsiyonunun olduğu doz ve süre 250 ppm ve 60 dk. 

olarak tespit edilmiştir (% 76,5). En düşük biyosorpsiyon kapasitesi ise 1000 ppm ve 60 

dk' da gözlenmiştir (% 39,23) 

 D. radiodurans (pUC8)' in belli doz ve sürelerdeki biyosorpsiyon kapasitelerini 

incelediğimizde bakterinin Cd biyosorpsiyon yeteneğinin diğer bakterilere oranla çok 

daha düşük düzeyde olduğu gözlenmiştir. Değerlerin birbirinden çok farklı 

olmamasından dolayı bakterinin en iyi Cd biyosorbe edebildiği doz ve süre yine 250 

ppm ve 60 dk. olarak kabul edilmiştir (% 30,4). En düşük biyosorpsiyon kapasitesi ise 

500 ppm ve 90 dk' da gözlenmiştir (% 9,22) 
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Çizelge 4.3. D. radiodurans yabanıl ve rekombinant bakterilerin Cd(II)' i belli doz ve 

sürelerde biyosorbe etme %' leri a) D.radiodurans (yabanıl) b) D.radiodurans (vgb) ve 

c) D.radiodurans (pUC8)  

 

   Zaman(dk) 

                                          Cd doz miktarı (ppm) 

 

     250 

 

    500    1000    1500 

15    45,92    28,82    38,48    47,96 

30    61,65    37,14    37,13    50,99 

60    86,4    40,6    41,34    51,3 

90    79,9    40,06    40,48    47,09 

120    76,1    40    39,13    47,7 

180    75,25    39,82    41,34     50,9 

  

 

 

 

   Zaman(dk) 

 

                                                 Cd doz miktarı (ppm) 

 

        250 

 

    500      1000     1500 

15     49,56       41,6      42,35     53,6 

30     48,72     54,32     41,35     52,9 

60     76,5      48,4     39,23     56 

90     66,44      47,46     46,31     54,77 

120     69,75      41,98     40,67     55,9 

180     63,04      40,14     39,53     55,7 

 

 

 

 

    Zaman(dk) 

                                            Cd doz miktarı (ppm) 

 

  250 

 

500 1000 1500 

15 11,36 9,76 32,59 28,7 

30 11,72 9,44 32,73 28,86 

60 30,4 9,26 33,68 28,06 

90 10,04 9,22 34,92 24,73 

120 10 14,86 33,51 27,1 

180 9,28 13,98 32,88 27,93 
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4.8.2.. Sıcaklık Optimizasyonu 

 Biyosorpsiyonun gerçekleşmesi için ısıya ihtiyacı olup olmadığını belirlemek ve 

ortam sıcaklığının biyosorpsiyon üzerine etkisini tespit etmek amacıyla D. radiodurans 

(yabanıl) ve rekombinant bakterilerin farklı sıcaklıklardaki biyosorpsiyon kapasiteleri 

araştırılmış ve Şekil 4.12' deki gibi bulunmuştur. 

 

Şekil 4.12 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant suşların farklı sıcaklıklardaki Cd 

biyosorpsiyon %' leri 

 Buna göre D. radiodurans (yabanıl) ve D. radiodurans (vgb) 'nin farklı 

sıcaklıklardaki biyosorpsiyon kapasitesinin birbirine çok yakın olduğu ve en iyi Cd 

biyosorpsiyonunun gerçekleştiği sıcaklığın 30 ᵒC olduğu tespit edilmiştir. D. 

radiodurans (pUC8) ise diğer bakterilere oranla daha düşük biyosorpsiyon kapasitesine 

sahip olmakla birlikte en iyi Cd biyosorpsiyonunun 30 ᵒC' de gerçekleştiği saptanmıştır. 

4.8.3. pH Optimizasyonu 

 Çözeltinin pH' sı solüsyondaki metal iyonlarının çözünürlüğünü ve hücre 

duvarındaki fonksiyonel grupların iyonizasyon durumunu etkilediği için önem 

taşımaktadır. Bu pH değişimlerinin D. radiodurans ve rekombinant bakterilerdeki 

biyosorpsiyon yeteneği üzerine etkisini tespit etmek amacıyla bakterilerin farklı pH' 

lardaki biyosorpsiyon yetenekleri karşılaştırılmıştır. Elde edilen bulgular Şekil 4.13' da 

verilmiştir. 
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Şekil 4.13 D. radiodurans ve rekombinant suşların farklı pH' lardaki Cd biyosorpsiyon 

kapasiteleri  

  Buna göre D. radiodurans (yabanıl) ve D. radiodurans (vgb) 'nin farklı pH' 

lardaki biyosorpsiyon kapasitesinin birbirine çok yakın olduğu ve en iyi Cd 

biyosorpsiyonunun pH=6' da gerçekleştiği tespit edilmiştir. D. radiodurans (pUC8) ise 

diğer bakterilere oranla daha düşük biyosorpsiyon kapasitesine sahip olmakla birlikte en 

iyi Cd biyosorpsiyonu yine pH= 6'da tespit edilmiştir. 

4.8.4. Karıştırma Hızı Optimizasyonu 

 Metal biyosorpsiyonuna etki eden faktörlerden biri olan ortamın karıştırma  

hızının D. radiodurans ve rekombinantlarının biyosorpsiyon yeteneğine etkisini tespit 

etmek amacıyla bakteriler farklı karıştırma hızlarında ve diğer optimum şartlarda 

bırakılarak  biyosorpsiyon kapasiteleri tespit edilmiştir. Elde edilen veriler Şekil 4. 14' 

da verilmiştir. 
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Şekil 4.14 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının farklı karıştırma hızlarındaki 

biyosorpsiyon kapasiteleri 

 Buna göre D. radiodurans (yabanıl) ve D. radiodurans (vgb) 'nin farklı 

karıştırma hızlarındaki biyosorpsiyon kapasitesinin birbirine çok yakın olduğu ve en iyi 

Cd biyosorpsiyonunun 150 rpm' lik karıştırma hızında görüldüğü tespit edilmiştir. D. 

radiodurans (pUC8) ise daha düşük bir biyosorpsiyon kapasitesine sahip olup yine en 

iyi giderim 150 rpm' lik örneklerde kaydedilmiştir. 

4.9. Bakterilerin Cr (III) Biyosorpsiyonu  

 D. radiodurans ve rekombinantları ile en uygun Cr(III) iyonu giderim 

koşullarının belirlenmesi amacıyla, doz ve süre, sıcaklık, pH, çalkalama hızı  gibi 

biyosorpsiyon parametreleri incelenmiştir. 

 

4.9.1. Doz- Süre Optimizasyonu 

 Biyosorpsiyon çalışmalarında en iyi Cr gideriminin olduğu doz ve süreyi tespit 

etmek için, her üç bakteri  250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm ve 2000 ppm' lik 

Cr dozlarında 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 saat boyunca 32 ᵒC' de muamele edilmiştir. Buna 

göre bakterilerin Cr biyosorpsiyon yetenekleri Çizelge 4.2' de verilmiştir. 
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Çizelge 4.4. D. radiodurans yabanıl ve rekombinant suşların Cr (III)' i belli doz ve 

sürelerde biyosorbe etme %' leri a) D.radiodurans (yabanıl) b) D.radiodurans (vgb) ve 

c) D.radiodurans (pUC8)  

Zaman(dk) 
 Cr Doz Miktarı    

  250ppm       500ppm    1000ppm      1500ppm               2000ppm 

15 56,96 78,04 89,09 92,77 94,58 

30 57,12 77,94 88,95 92,21 94,55 

60 56,52 77,76 88,92 92,68 94,53 

90 56,12 77,58 88,82 92,63 94,46 

120 57,24 78,08 89,09 92,8 94,63 

180 57,6 78,28 89,23 92,83 94,65 

 

 

Zaman(dk)  Cr  Doz Miktarı    

250ppm 

 

     500ppm   1000ppm     1500ppm            2000ppm 

15 57,16 78,04 89,06 92,72 94,59 

30 57,04 77,9 88,99 92,69 94,35 

60 56,64 77,8 88,95 92,65 94,51 

90 56,4 77,54 88,92 92,6 94,49 

120 57,36 78,18 89,11 92,78 94,63 

180 57,76 78,3 89,21 92,8 94,64 

 

 

Zaman(dk) 

 Cr  Doz Miktarı    

   250ppm 

 

     500ppm    1000ppm     1500ppm              2000ppm 

15 57,36 78 89,1 92,8 94,6 

30 56,96 77,94 89 92,71 94,55 

60 56,68 77,72 88,93 92,65 94,52 

90 56,04 77,66 88,88 92,64 94,51 

120 57,76 78,14 89,14 92,8 94,62 

180 57,6 78,3 89,2 92,82 94,67 

 

 D. radiodurans (yabanıl), (vgb) ve (pUC8)' in belli doz ve sürelerdeki Cr 

biyosorpsiyon kapasitelerini incelediğimizde bakterilerin doz ve süre artışına paralel 

olarak Cr biyosorpsiyon oranınında arttığı ve birbirine yakın sonuçlar verdikleri  tespit 

edilmiştir. Buna göre her üç bakteri için de en iyi Cr biyosorpsiyonunun gerçekleştiği 
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doz ve süre yaklaşık olarak 2000 ppm ve 15 dk. olarak kaydedilmiştir. Yabanıl için % 

94,58, vgb için % 94,59 ve pUC8 için % 94,6).  

4.9.2.. Sıcaklık Optimizasyonu 

 Ortam sıcaklığının biyosorpsiyon üzerine etkisini tespit etmek amacıyla D. 

radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerin farklı sıcaklıklardaki biyosorpsiyon 

kapasiteleri araştırılmış ve elde edilen veriler Şekil 4.15' deki gibi şematize edilmiştir. 

 

Şekil 4.15 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant suşların farklı sıcaklıklardaki Cr 

biyosorpsiyon %' leri 

 Buna göre D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerin 30 ᵒC' ye kadar 

sıcaklık artışına paralel olarak Cr biyosorpsiyon kapasitelerinin de arttığını, 30 ᵒC'den 

sonra ise azalmaya başladığı tespit edilmiştir. Bu nedenle her üç bakteri için de 

optimum sıcaklık aralığımız 30 ᵒC olarak kaydedilmiştir. 

4.9.3. pH Optimizasyonu 

 pH değişimlerinin D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerdeki 

biyosorpsiyon yeteneği üzerine etkisini tespit etmek amacıyla bakterilerin farklı pH' 

lardaki biyosorpsiyon yetenekleri karşılaştırılmıştır. Elde edilen bulgular Şekil 4.16' de 

verilmiştir. 
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Şekil 4.16 Yabanıl ve rekombinant suşların farklı pH' lardaki Cr biyosorpsiyon 

kapasiteleri 

 Buna göre D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerin pH= 5' e kadar 

pH  artışına paralel olarak Cr biyosorpsiyon kapasitelerinin de arttığını, pH= 5'den sonra 

ise azalmaya başladığı tespit edilmiştir. Bu nedenle her üç bakteri için de optimum pH 

aralığımız pH= 5 olarak kaydedilmiştir. 

4.9.4. Karıştırma Hızı Optimizasyonu 

 Karıştırma hızının D. radiodurans ve rekombinantlarının biyosorpsiyon 

yeteneğine etkisini tespit etmek amacıyla bakteriler farklı karıştırma hızlarında ve diğer 

optimum şartlarda bırakılarak  biyosorpsiyon kapasiteleri tespit edilmiştir. Elde edilen 

veriler Şekil 4. 17' de verilmiştir. 

 

Şekil 4.17. Yabanıl ve rekombinant suşların farklı karıştırma hızlardaki Cr 

biyosorpsiyon kapasiteleri 
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 Buna göre D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerin 150 rpm' e 

kadar karıştırma hızındaki  artışına paralel olarak Cr biyosorpsiyon kapasitelerinin de 

arttığını, 150 rpm'den sonra ise bir azalmanın olduğu tespit edilmiştir. Bu nedenle her üç 

bakteri için de optimum karıştırma hızımız 150 rpm olarak kaydedilmiştir. 

 Elde ettiğimiz bu verilere göre D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant 

bakterilerin Cd ve Cr metalleri için optimizasyon çalışmamızın özeti aşağıdaki Çizelge 

4.3' de verilmiştir. 

Çizelge 4.5 D. radiodurans(yabanıl) ve rekombinantlarının Cd ve Cr için optimizasyon 

koşulları 

Suş Tipi                                             Cd                                     Cr 

Doz  Süre Sıcaklık pH   Karıştırma H.    Doz Süre Sıcaklık pH   Karıştırma H. 

D.radiodurans 

(yabanıl) 

250ppm 60 dk. 30 ᵒC 6 150 rpm  2000ppm 15 dk. 30 ᵒC 5 150 rpm 

D.radiodurans (vgb) 250ppm 60 dk. 30 ᵒC 6 150 rpm 2000ppm 15 dk. 30 ᵒC 5 150 rpm 

D.radiodurans 

(pUC8) 

250ppm 60 dk. 30 ᵒC 6 150 rpm 2000ppm 15 dk. 30 ᵒC 5 150 rpm 

 

4.10. Bakterilerin Metal Uygulaması Öncesi ve Sonrası SEM Resimleri 

         D.radiodurans(yabanıl) ve rekombinantlarının, ağır metal uygulaması öncesi ve 

sonrası bakterilerin hücresel yapılarındaki değişimler  Scaning Elektron Mikroskobunda 

yaptığımız incelemeler sonucunda tespit edilmiştir.  

       D. radiodurans (yabanıl), kok şelinde ve genel olarak ikili veya dörtlü hücre 

kümeleri şeklinde bulunurlar.  1500 ppm Cd ve Cr uygulaması sonrası SEM resimlerini 

kıyasladığımızda bakterinin normal 1,5-3 µm civarındaki hücre boyutu Cd 

uygulamasından sonra yaklaşık olarak 4 kat daha büyümüştür. Aynı zamanda hücre 

örtülerinin pürüzsüz yapısı kaybolarak deformasyonlar gözlenmiştir. Cr uygulamasında 

ise bakteride sadece ikili hücre yapılarında bozulmalar tespit edilmiştir. 
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                             a) 

 

 

 

 

b)           c) 

                                             

Şekil 4.18. D. radiodurans (yabanıl)' in 1500 ppm Cd ve Cr varlığında hücre 

morfolojisinde meydana gelen değişiklikler a) D. radiodurans (yabanıl)' in normal 

hücre yapısı, b) Cr varlığındaki hücre morfolojisi, c) Cd varlığındaki hücre morfolojisi 

 D. radiodurans (vgb) rekombinantı, yabanılından farklı olarak uzun basil 

şeklindedir. Cd uygulamasından sonra normal hücre boyutunda bir değişiklik 

gözlenmezken (2,5-3,8 µm) hücresel yapıda bozulmalar gözlenmiştir. Yine Cr 

uygulamasından sonra hücre yapısında ve boyutunda her hangi bir değişiklik 

gözlenmemiştir. 
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                              a) 

 

 

        b)              c) 

                 

  

 

         

 

       Şekil 4.19  D. radiodurans (vgb)' in 1500 ppm Cd ve Cr varlığında hücre 

morfolojisinde meydana gelen değişiklikler a) D. radiodurans (vgb)' in normal hücre 

yapısı, b) Cr varlığındaki hücre morfolojisi, c)  Cd varlığındaki hücre morfolojisi 

 D. radiodurans (pUC8), yapı olarak yabanıla benzemekle birlikte boyut olarak 

çok daha küçüktür. Ortalama bir hücre 500 nm ile 1,2 µm arasında değişmektedir. 1500 

ppm'lik Cd uygulamasından sonra rekombinant bakterinin boyutu yaklaşık 4 kat artmış 

ve hücrede deformasyonlar gözlenmiştir. 1500 ppm' lik Cr uygulamasından sonra ise 

hücre yapısında ve boyutunda herhangi bir farklılığa rastlanmamıştır. 

 

                               



80 
 

 

                            a) 

 

 

   b)                                   c) 

                                         

Şekil 4.20 D. radiodurans (pUC8)' in 1500 ppm Cd ve Cr varlığında hücre 

morfolojisinde meydana gelen değişiklikler a) D. radiodurans (pUC8)' in normal hücre 

yapısı, b) Cr varlığındaki hücre morfolojisi, c) Cd varlığındaki hücre morfolojisi 

4.11. Bakterilerin UV-C Uygulaması Öncesi ve Sonrası SEM Resimleri 

       D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının, UV-C uygulaması öncesi ve 

sonrası bakterilerin hücresel yapılarındaki değişimler  Scaning Elektron Mikroskobunda 

yaptığımız incelemeler sonucunda tespit edilmiştir (Şekil 4.21). 

       D. radiodurans (yabanıl), kok şelinde ve genel olarak ikili veya dörtlü hücre 

kümeleri şeklinde bulunurlar.  48 saatlik UV-C  uygulaması sonrası SEM resimlerini 

kıyasladığımızda bakteri UV-C uygulamasından sonra boyut olarak büyümüş ve daha 
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çok dörtlü hücre kümeleri halinde görülmüştür. Aynı zamanda hücre örtülerinin 

pürüzsüz yapısı bozularak deformasyonlar gözlenmiştir.  

       D. radiodurans (vgb) rekombinantının yabanılından farklı olarak uzun basil 

yapısında olan şekli, 48 saatlik UV-C  uygulaması sonrası  boyut olarak oldukça 

küçülmüş ve  hücre  yapısında bozulmalar gözlenmiştir.  

              D. radiodurans (pUC8), yabanıl tipteki bakteri gibi kok şelindedir.  48 saatlik 

UV-C  uygulaması sonrası bakteri boyut olarak büyümüş ve  hücre örtülerinin pürüzsüz 

yapısı bozularak deformasyonlar gözlenmiştir.  

 

. 

 

 

  a) 

 

  b) 

 

  c) 
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Şekil 4.21 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının 48 saatlik UV-C uygulaması 

sonrası Hücre yapılarında meydana gelen değişimler. a) D. radiodurans (yabanıl), b) D. 

radiodurans (vgb), c) D. radiodurans (pUC8)      

5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

5.1. Ağır Metal Uygulamasının Bakterilerin Üreme Potansiyelleri Üzerine Etkisi 

 Ağır metal iyonları taşıdıkları teknolojik önem nedeniyle çeşitli endüstrilerde 

yaygın olarak kullanılmakta ve bu endüstrilerden gelen atık sular kalıcı toksik etkiye 

sahip ağır metal iyonlarını önemli miktarlarda içermektedirler (Gadd ve Griffits 1978, 

Ting vd., 1991, Wong ve Kwok 1992). Özellikle atık sulardaki kimyasal kirleticilerin 

biyolojik olarak arıtılması konusunda yoğunlaşan çalışmalarda, farklı türlerden 

mikroorganizmaların, toksik olduğu bilinen ağır metal çeşitlerini gerek biyosorbsiyon 

gerekse biyobirikim yoluyla zararsız veya daha az toksik formlarına dönüştürebildikleri, 

hücre duvarlarındaki fonksiyonel gruplarla veya salgılarıyla tutabildikleri, hücre içi 

sistemleriyle biriktirebildikleri ortaya konulmuştur. 

 Bu çalışmada,  bir çok stres faktörüne karşı direnç gösterebilen  D. radiodurans 

ve bu bakterinin pUC8 plazmitini taşıyan rekombinantı ile aynı plazmitin vgb genini 

taşıyan formu olan pUC8:15 plazmitini taşıyan rekombinantı kulanılmıştır. Cd+2 ve Cr+3 

gibi ağır metallerin bu bakterilerin hem üreme potansiyelleri üzerine etkisi tespit 

edilerek aynı zamanda vgb geninin bu stres koşulları altında organizmaya sağlayacağı 

katkı araştırılmak istenmiştir. 

 VHb/vgb sisteminin ortam oksijenini tamponlamadaki rolü ve kültürün ileri 

fazlarında membran transferazlarına aktarılarak yaşlı hücrelere daha iyi bir solunun, 

büyüme ve çoğalma yeteneği sağlaması önemli bir avantajdır (Qazi vd., 1993). 

Bakterinin bu avantajı kullanabilmesi onun herhangi bir stres faktörüne karşı 

adaptasyonunda önemli rol oynamaktadır. Çünkü vgb geninin ifade edildiği bakterilerin 

üreme hızlarında bir artışın olduğu saptanmıştır (Liu vd.,1995). Bakterilerin bilinen 

jenerasyon sürelerini kıyasladığımızda (110 dk /20 dk) ortalama 5,5 katlık bir fark 

bulunmaktadır. Bizde yaptığımız çalışmada 24 saatlik vgb- ve vgb+ suşlarının yabanıl 

suş ile karşılaştırıldığında üreme hızının yaklaşık 5,46 kat daha yüksek olduğu 

saptanmıştır.  

 Bakteri hücresi bir stres faktörüne maruz kaldığında eğer genetik kodunda bir 

direnç mekanizması varsa, ilgili proteinleri üreterek korunmaya çalışır. Uygulanan stres 

neticesinde bakteri DNA’sında transkripsiyon sonucu mRNA oluşmakta ve bu mRNA 
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ribozomlarda translasyon sonucunda ilgili stresi düzenleyici şok proteinini sentezlemiş 

olmaktadır. Sentezlenen düzenleyici şok proteini bakterinin fizyolojisini etkileyerek, 

uygulanan stres ile mücadele etmesini sağlamaktadır. Sentezlenen protein tek bir stres 

faktörüne karşı etkili olabildiği gibi birden fazla stres faktörüne karşıda etkili 

olabilmektedir. Ayrıca her bakterinin bir strese karşı aktive ettiği direnç mekanizmaları 

aynı olabildiği gibi farklı da olabilmektedir. Hatta aynı bakterinin farklı gelişim 

evrelerindeki (lag faz, log faz, statik faz) aynı strese karşı oluşturduğu direnç 

mekanizması da farklı olabilmektedir (Neidhardt ve VanBogelen, 2009, Yousef ve 

Courtney 2003, Arsene vd., 2000, Cronan 2002). E. coli’de hidrojen peroksit ve süper 

oksit ile uyarılan en önemli düzenleyici genler oxyR ve soxRS dir. Ayrıca σS’ de 

ozmotik stres hasarının onarılmasında kullanılan proteinlerin düzenlenmesinde sorumlu 

olduğu öne sürülmüştür (Dikici., 2009) 

 Yabanıl ve rekombinant D. radiodurans bakterilerinin farklı dozlardaki Cd ve Cr 

gibi toksik metallerin üreme ortamına eklenip bunların üreme potansiyellerindeki 

değişimini incelediğimiz deneyimizde, Cd+2' nin her üç bakteriyi de Cr+3' den daha fazla 

etkilediğini gördük.  Çünkü Cd, çeşitli hücresel zararlara neden olan ve biyolojik olarak 

elzem olmayan iki değerlikli tehlikeli bir metaldir. Cd toksisitesinin altında yatan 

moleküler mekanizmalar çok çeşitli ve komplekstir. Diğer iz elementlerin (örneğin Cr, 

Fe ve Cu) aksine Cd, aktif bir redoks metali değildir ve bu yüzden de reaktif oksijen 

türlerinin (ROT) üretimi için elektron transfer reaksiyonlarını direkt olarak 

katalizlemez. Fakat Cd’ nin indirekt olarak, glutatyon, metallotiyoninler ve protein bağlı 

sülfidril grupları gibi serbest radikal temizleyicilerin miktarındaki azalma  ile protein ve 

membran lipitlerinin oksidasyonuna  ve DNA hasarına yol açmaktadır.  Hücre içi 

Cd’nin, membran bütünlüğünü bozması ve DNA’da tek zincir kırıklarına neden 

olmasının yanında DNA yanlış eşleşme tamir sisteminin, nükleik asit ve protein 

sentezinin inhibitörü olduğu bilinmektedir. 

 Cd+2 uyguladığımız bakterilerden  D. radiodurans (yabanıl), 250 ppm 'den 1500 

ppm' lik uygulamaya kadar bu metalin toksisitesinden hemen  hemen aynı düzeyde 

etkilenmiştir. Rekombinantlar ise genel olarak 1500 ppm' in üzerine çıkıldığında  

metalin toksisitesinden etkilenerek üremenin sınırlandığı görülmüştür. D. radiodurans, 

DNA hasarı, yüksek seviyede iyonize radyasyon, kuraklık ve DNA’ ya zarar veren 

kimyasallar gibi bir çok ajan ve koşula olan direnciyle iyi bilinen bir ekstremofildir. 

Güçlü DNA tamir işlemleri, bu dirençte anahtar element olan hasar gören DNA 

fragmentlerinden, fonksiyonel bir genoma yeniden yapılandırılmaktadır. Cd, çeşitli 
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DNA tamir işlemlerini bloke ederek gonotoksik ve mutajenik olaylara neden olabilen en 

toksik ağır metallerden biridir.  Fakat D. radiodurans’ın bu etkili mutajene cevabı, 

henüz tam olarak bilinmemekle birlikte yaptığımız çalışma ile bakterinin uygulanan doz 

miktarı arttıkça etkin savunma mekanizması sayesinde metalin toksisitesinden daha az 

etkilendiğini söyleyebiliriz. Cd stresi boyunca gen sentez kalıplarındaki değişimler ve 

proteom içeriği bir çok organizma için tanımlanmıştır. Örneğin Escherichia coli ‘nin 

Cd’ ye maruz bırakılması, sıcak şoku,  oksidatif stres, acil cevap, soğuk şoku ve SOS 

gibi çeşitli stres cevap sistemlerinin uyarılmasına neden olmaktadır.  Cd maruziyetinde 

meydana gelen genel değişimler, ribozomal proteinlerin ve çinko bağlayan proteinlerin 

sentezi, anaerobik metabolizmadaki değişimler ve hasar tamir sistemiyle ilgili genlerin 

düzenlenmesi, Fe-S gruplarının biyosentezi, Cd detoksifikasyonu ve demirin depo 

edilmesi  gibi olayları içermektedir.  E. coli’de Cd toksisitesinin Cd direncinde gerekli 

olan glutatyon gibi sülfür bileşiklerine olan affiniteyi arttırdığı tespit edilmiştir.  

 Saccharomyces cerevisiae Cd’ye maruz kaldığında transkriptomları  ve çeşitli 

biyolojik yolları yönlendirmek için proteomlar yeniden programlanmaktadır. Cd 

cevabında fonksiyonel kategoriler; 

 

* Sülfür ve glutatyon biyosentezi 

* Transkripsiyon 

* Hücrelerarası madde taşıma ve sıralama 

* Karbon metabolizmasının düzenlenmesi 

* Metal-Fe homeostasisi ve transportu’nu içermektedir. 

 Cd aynı zamanda mutasyona uğramış hücrelerin apoptozisine neden olan protein 

glutatyonilasyonunu indüklemektedir. 

 Kromun biyolojik etkileri, oksidasyon basamaklarına göre değişmektedir; Cr6+ 

çoğu organizmalar için oldukça toksikken Cr3+' in toksisitesi maruz kalma potansiyeline 

bağlı olarak değişmektedir. (Wong ve Trevors, 1988; Katz ve Salem, 1993). Krom 

toksisitesi Cr6+’nın daha düşük oksidasyon kademelerine indirgenmesi ile ilişkilidir. 

Kromun DNA üzerindeki hasarı özellikle gen üzerinde toksik etki göstermesidir. Cr3+ 

enzimlerin karboksil ve sülfidril grupları ile reaksiyona girerek yapı ve aktivitelerinde 

değişikliklere neden olabilmektedir  (Levis ve Bianchi, 1982). DNA polimeraz ve diğer 

enzimlerin aktivitelerinin modifikasyonu sonucunda magnezyum iyonları ile Cr3+ yer 

değiştirebilir (Snow, 1994; Carlos vd.,2001). 
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 Cr+3 uyguladığımız yabanıl ve rekombinant bakteriler uygulama dozuna bağlı 

olarak metalin toksisitesinden etkilenmiş fakat bu durum bakterilerin normal üreme 

poatansiyellerini çok değiştirmemiştir. Çünkü  Cr+3 Cd +2' e nazaran daha az toksik bir 

metaldir ve bu yüzden de hem yabanıl hemde rekombinant bakterilerimiz bu metalin 

toksisitesinden oldukça az etkilenerek normal üreme döngülerine devam etmişlerdir.  

Aynı zamanda  D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantlarının, ağır metal uygulaması 

öncesi ve sonrası bakterilerin hücresel yapılarındaki değişimleri tespit ettiğimiz  

Scaning Elektron Mikroskobunda yaptığımız incelemeler sonucunda, Cr+3 

uygulamasının bakterilerin hücre yapılarında, yüksek dozlarda dahi kayda değer bir 

farklılık gözlenmemiştir.  Buna karşılık Cd+2 ' nin özellikle yüksek dozlarda bakterilerin 

hücre boyutunda artış ve deformasyonlar yarattığı gözlenmiştir. 

 Chlorella vulgaris, gelişmesi 45-100 ppm Cr (III) veya Cr 6+’dan etkilenmezken, 

15ppm’in üzerindeki konsantrasyonlarda Scenedesmus acutus’da hiçbir gelişme 

meydana gelmemektedir (Traviesco vd., 1999). Bununla birlikte Brady ve arkadaşları 

(1994) Scenedesmus ve Selenastrum alg kolonisi büyümesinin, 100 ppm Cr (III)’den 

etkilenmediğini ancak 100 ppm Cr 6+’da büyümenin gerçekleşmediğini kaydetmişlerdir. 

Bu mekanizma alglerin kroma karşı farklı hassasiyetleri olduğunu açığa çıkarmaktadır. 

Euglena gracilis’te Cr6+ varlığında lag büyüme safhası uzamış, Cr (III) varlığında 

büyüme hızı azalmıştır (Brochiero vd., 1984). Krom tarafından Chlorella (Wong ve 

Trevors, 1988) ve Scenedesmus’da (Corradi vd., 1995) fotosentezin engellendiği 

kaydedilmiştir (Carlos vd., 2001). 

   

5.2. Ağır Metal Biyosorpsiyonu 

 

 Biyosorpsiyon, biyolojik materyaller kullanılarak adsorpsiyon yoluyla 

solüsyonlardan metallerin uzaklaştırılmasını sağlayan bir teknolojidir. Biyosorpsiyon 

sadece tek sorpsiyon mekanizmasıyla sınırlandırılmamıştır, iyon değişimi, şelasyon, 

çökelme vb. gibi birçok mekanizmadan oluşmaktadır (Sağ vd., 1998). Biyosorpsiyon, 

endüstriyel atıkların giderimi için umut verici alternatif bir yöntemdir, bunun başlıca 

nedeni düşük maliyetinin olması ve yüksek metal bağlama kapasitesidir (Sternberg ve 

Dorn 2002).  Biyosorpsiyonda metal iyonları ve canlı ya da cansız materyal arasında 

fizikokimyasal bir durum gerçekleşir. Bu bağlamda, çevre dostu, ekonomik ve etkili 

metal adsorbenti için araştırmalar bakteriyal ve algal biyomas gibi biyomateryaller 

üzerinde odaklanmıştır (Tsezos ve Volesky 1981). 
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 Canlı hücrelerin, sulu çevrelerinden metal katyonlarını toplayarak hücre içinde 

biriktirmeleri bilinen bir özellik olmasına rağmen, son zamanlarda mikroorganizmaların 

ağır metal iyonlarını seçici olarak alıkoyma özelliği üzerindeki çalışmalara 

odaklanılmıştır (Sağ vd, 1998). Ağır metal gideriminde kullanılacak olan 

mikroorganizmanın iyi bir biyosorbent olmasının yanı sıra ekonomik olarak 

üretilebilmesi de önemlidir. Pek çok endüstriyel alanda yaygın olarak kullanılan 

bakteriler ekonomik olarak üretilebilmeleri, kolay elde edilebilir olmaları, çevresel 

değişimlere karşı hassas olmamaları gibi nedenlerle ağır metal giderim amacıyla 

kullanılabilecek önemli bir kaynaktır (Jianlong., 2002, Gupta vd., 2006). Biyokütlelerin 

sahip oldukları biyosorpsiyon yetenekleri ile metal iyonlarına karşı gösterdikleri direnç 

arasında bir korelasyon olup olmadığı yönünde literatürde farklı yaklaşımlar vardır (Rho 

vd, 2002, Chang vd., 1997). 

 Metal gideriminde biyosorpsiyon kinetiğini birçok faktör etkilemektedir. 

Biyosorpsiyon sürecinin gerçekleşebilmesi için bazı optimal koşulların oluşması 

gerekmektedir. Bu faktörler mikroorganizmanın yüzey özellikleri, film difüzyonu, film 

kalınlığı, çözeltinin sıcaklığı, pH, başlangıç metal iyon derişimi, karıştırma hızı, 

mikroorganizma derişimi gibi parametreleri içermektedir. Biyosorpsiyon olayında 

özellikle pH kritik bir parametredir (İleri., 2000). Hemen bütün organizmaların yüzeyi 

negatif yüklü olduğundan pozitif yüklü metal iyonları (Cu+2, Pb+2, Zn+2, Mn+2, Cd+2, Ni+2, 

Hg+2, Cr+3, Cr+6, Fe+2, Fe+3 vs.) adsorbe etme yeteneğine sahiptirler. Bazı canlı 

organizmalar metal iyonlarını hücre içine alarak vakullerde biriktirirler (Ting vd 1989). 

 Bakterilerin  farklı koşullardaki  Cd+2 ve  Cr+3 gibi metalleri biyosorbe etme 

kapasitelerini araştırdığımız çalışmamızda her iki metal için de D. radiodurans 

(yabanıl) ve rekombinantları biyosorbent olarak kullanılarak  bu metallerin sulu 

çözeltilerden giderim koşullarının optimizasyonu gerçekleştirilmiştir. 

 Bakterilerin Cd+2 ve  Cr+3metallerini en iyi biyosorbe ettiği optimum koşulları 

tespit ettiğimiz çalışmamızda ilk olarak doz ve süre optimizasyonu yapılmıştır. Buna 

göre Cd+2  için; D. radiodurans (yabanıl), (vgb) ve (pUC8) bakterilerine ait en iyi 

giderimin olduğu doz ve süre 250 ppm ve 60 dk, Cr+3 için ise 2000 ppm ve 15 dk. olarak 

tespit edilmiştir.  Adsorblama çalısmalarında adsorblama hızına ve miktarına etki eden 

en önemli etkenlerden birisi de temas süresidir. Adsorblama ile temas süresi ilişkisi ele 

alındığında başlangıçta mevcut olan yüksek yüzey alanı sonucunda adsorblama 

miktarında bir artış beklenmektedir. Süre ilerledikçe azalan yüzey nedeniyle yani 

adsorban miktarının azalmasına bağlı olarak adsorblama oranının düşmeye başlaması 
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gerekmektedir. Doygunluk değerine ulaşılmasıyla birlikte adsorblama dış yüzey yerine 

adsorbantın gözeneklerinde gerçekleşmekte ve iç yüzey alanının daha az olması 

nedeniyle, artan temas süresi, adsorblamanın azalmasına yol açmaktadır (Yu vd., 2000). 

Aynı zamanda değişik derişim değerlerinde birim hacimdeki adsorbat miktarı 

değiseceği için buna bağlı olarak, adsorbant tarafından adsorblanan molekül miktarı da 

değişecektir. Adsorblama ilerledikçe çözelti içerisindeki adsorbat miktarı 

azalacağından, adsorblamanın da yavaşlanması beklenmelidir. Farklı adsorbant ve 

adsorbanlar kullanıldığında başlangıç derişiminin etkisi de değişmektedir. Örneğin, 

yüksek metal derisimleri adsorblama için uygun olmamaktadır. Genel olarak metal 

iyonlarının adsorblanma yüzdeleri sulu çözeltide metal iyonu derisimi arttıkça 

azalmaktadır (Erdem vd., 2004). 

 Belirlenen optimum metal gideriminin olduğu doz ve temas süreleri sabit 

tutularak D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantları için sıcaklığın biyosorpsiyon 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Buna göre her iki metal ve her üç bakteri için de optimum 

sıcaklık 30 ᵒC olarak kaydedilmiştir. Sıcaklık biyosorpsiyonu etkileyen bir diğer 

faktördür ve biyosorpsiyonun gerçekleştiği  reaksiyonlarda önemli bir parametredir. 

Teorik olarak sıcaklık arttıkça biyosorpsiyon azalmaktadır. Biyosorpsiyonunun ilk 

anlarında biyokütleye bağlanan iyonlar artan sıcaklık nedeniyle tekrar biyokütleden 

salınma eğilimindedirler (Horsfall ve Spiff, 2005, Mungasavalli., 2007). Deng ve ark. 

benzer sıcaklık aralıklarında gerçekleştirdiği çalışmada sıcaklık artışı ile 

biyosorpsiyonun arttığını ve gerçekleşen reaksiyonun endotermik olduğunu 

belirtmişlerdir (Deng vd., 2007). Bu sonuçların yanı sıra Kuyucak ve Volesky 

Ascophyllum nodosum biyokütlesi ile Co giderimi çalışmasında, sıcaklığın 4 °C’den 23 

°C’ye yükselmesi sonucu iyonların giderim yüzdesinin % 50-70 arttığını 

göstermişlerdir. Sıcaklık 40 °C’ye çıktığında ise az miktarda tutunmanın gerçekleştiğini 

ve 60 °C ve üzeri sıcaklıklarda biyosorbentin yapısında meydana gelen değişimden 

dolayı bir değişiklik olduğunu ve biyosorpsiyon kapasitesinde biyokütlenin 

bozulmasından dolayı azalma meydana geldiğini belirtmişlerdir (Kuyucak ve Volesky, 

1989). Biyosorpsiyon, sıcaklık artışıyla artarken, sıcaklığın düşmesiyle azalır. Bununla 

birlikte biyosorpsiyon yönteminde ekzotermik parametreler araştırılmış ise sıcaklık 

azalınca biyosoprsiyon kapasitesi artacaktır (Benefield., 1982). 

 Bayramoğlu ve diğ. (2004) 5-40ᵒ C arasındaki çalışma şartlarında Lentinus 

sajor-caju misellerinin Cr (VI) biyosorpsiyonunu değerlendirmişler ve sıcaklığın 

artışıyla biyosorpsiyon kapasitesinin 1.4-1.5 kat arasında arttığını gözlemlemişlerdir 
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(Bayramoglu vd., 2005). Tewari ve diğ. (2005) sıcaklığın artışıyla Mucor hiemalis 

türlerinin biyosorpsiyon kapasitelerinin arttığını gözlemlemişlerdir. Maksimum 

biyosorpsiyon kapasitesi 50 ᵒC’de görülmüştür (Tewari vd., 2005)  Zouboulis ve diğ. 

(2003) metallerle kirlenmiş topraklardan elde ettikleri bakteri türleriyle yaptıkları 

çalışmada sıcaklığın artışıyla metal alımının arttığını belirtmişlerdir. Metal alım 

kapasitesinin sıcaklıkla artışı; biyokütle üzerindeki metalle ilgili çekim gücünün 

artışıyla açıklanmıştır. Ancak sıcaklığın aşırı yükselmesiyle hücrenin yüzeyi zarar 

göreceğinden metal sorpsiyonu düşmektedir (Zouboulis vd., 2004) 

 Belirlenen optimum metal gideriminin olduğu doz, temas süresi ve sıcaklığın 

sabit tutularak D. radiodurans(yabanıl) ve rekombinantları için pH' nin biyosorpsiyon 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Buna göre her üç bakterinin Cd+2 için yapılan 

optimizasyonunda en iyi giderimin olduğu pH= 6, Cr+3 için yapılan optimizasyon 

çalışmamızda ise en iyi giderimin olduğu pH= 5 olarak tespit edilmiştir. Metal-

mikroorganizma etkileşimlerinde ortamın pH değeri, metalin formunu ve hücrede 

bulunan, metal ilgisine sahip olan fonksiyonel grupları önemli derecede etkilemesi 

nedeniyle biyosorpsiyon süreçlerinde önemli bir parametredir (Gadd., 1990). Düşük pH 

değerine sahip çözeltilerde ortamda bulunan yüksek orandaki protonlar ile metal 

iyonları biyosorbent üzerindeki etkin gruplara bağlanmak için yarışmakta ve bu da 

hücre-metal arasındaki etkileşim potansiyelini azaltmaktadır. Ancak çözeltinin pH 

değeri arttıkça protonların azalması ile metal iyonları biyosorbent üzerindeki etkin 

gruplara daha fazla bağlanabileceklerdir. pH= 5.0 değerinden itibaren pH değeri artıkça 

ortamdaki OH- iyon konsantrasyonu da artmakta ve dolayısıyla metal iyonlarını 

çöktürmektedir. Bu durum bizim tespit ettiğimiz pH=5 ve pH= 6 değerlerine kadar pH 

artıkça biyosorpsiyon kapasitesinin de artmasını açıklamaktadır.  

 
 Guibal vd. (1992) tarafından yapılan Mucor miehei ile uranyum biyosorpsiyonu 

çalışmasında pH’nın hücre duvarları veya metallerin kimyasal yapıları üzerinde etkili 

olduğunu gözlemişlerdir. Tsezos ve Volesky (1981), çözeltinin pH’sının metal iyonları 

ve hidronyum iyonları arasında bağlanma bölgelerinde rekabet etmelerinden dolayı 

metal tutulmasının azaltacağını ifade etmişlerdir. Kiff ve Little (1986), pH’daki artış ile 

A. oryzae üzerinde kadmiyumun biyosorpsiyonunun arttığını ortaya çıkarmışlartır. 

Lewis ve Kiff (1988)’in Rhizopus arrhizus kullanarak yapmış oldukları deneysel 

çalışmada asidik pH değerinde, düşük sıcaklık ve rekabet eden iyonların varlığında 

biyomasın biyosorpsiyon kapasitesinin azaldığını saptamışlardır. Çalışma sonucunda 

optimum pH değerinin 6 ila 9 arasında olduğunu tespit etmişlerdir.   
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 Penicillium digitatum ile Pb, Cd, Zn ve Ni biyosorpsiyonunda pH’a duyarlılığın 

yüksek olduğu gözlenmiş ve pH 3’ün altına düştüğü zaman biyosorpsiyon süreci 

şiddetli bir şekilde inhibisyona uğramıştır (Galun vd., 1987). Brady vd., (1994), 

Saccharomyces cerevisiae ile çinkonun biyosorpsiyonunda optimum pH değerini 7.5 

olarak bulmuşlardır. Bunun yanı sıra pH= 4’ün üzerinde de biyosorpsiyonun 

gerçekleştiğini ifade etmişlerdir. Ross ve Townsley (1986), P. spinulosum ile bakır 

gideriminin düşük pH değerlerinde azaldığını belirtmiştir. Zhang vd. (1998) 'de 

yaptıkları çalışmada, Rhizopus nigricans ın kurşun biyosorpsiyon kapasitesinin pH 3’ün 

altında önemli derecede azaldığını saptamışlardır. Bunu yanı sıra pH= 6’nın üzerinde 

kurşunu tutma kapasitesinin yüksek oldğunu tespit etmişlerdir, ancak yüksek pH 

değerlerinde kurşun hidroksit oluşur ve böylelikle kurşun suda hidroksitler ile bileşik 

yaparak çökelmeye başlamaktadır. Bu süreç biyosorpsiyonu olumsuz yönde 

etkilemektedir (Zhang vd., 1998). Tobin ve Roux (1998), Mucor meihi ile kromu 

giderme sırasında başlangıç pH değerinin 5.5 ve 7 değerlerinde çökelmenin etkin 

olduğunu belirtmişlerdir. Yapılan literatür incelemesinde biyomasın ve metallerin 

kimyasal farklılığından dolayı farklı metallerin biyosorpsiyon için farklı optimum pH 

değerlerine gereksinimleri olduğu görülmüştür. 

 Belirlenen optimum metal gideriminin olduğu doz, temas süresi,  sıcaklık ve pH 

sabit tutularak D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinantları için karıştırma hızının 

biyosorpsiyon üzerine etkisi araştırılmıştır. Buna göre her iki metal ve üç bakteri için 

yaptığımız optimizasyon çalışmamızda en yüksek biyosorpsiyon kapasitesini 150 

rpm'lik karıştırma hızında kaydettik. Metal biyosorpsiyonuna etki eden faktörlerden 

birisi yöntemin gerçekleştiği ortamdaki karıştırma hızıdır. Biyosorpsiyon hızı, sistemin 

karıştırma hızına bağlı olarak ya film difüzyonu ya da por difüzyonu ile kontrol 

edilmektedir. Eğer karıştırma işlemi yapılırsa tanecik etrafındaki sıvı film kalınlığı fazla 

olacak ve film difüzyonu, hızı sınırlandıran etmen olacaktır. Yeterli bir karışım 

sağlanırsa film difüzyon hızı, hızı sınırlandıran etmen olan por difüzyon noktası doğru 

artar. Genelde por difüzyonu, yüksek derecede karıştırılan kesikli sistemlerde hızı 

sınırlandıran faktördür (Benefield vd., 1982, Ahmad vd., 2005). Yüksek hızda ve 

devamlı olarak karıstırılan çözeltinin içerisindeki moleküllerin adsorbantın yüzeyine 

temas etme oranı daha fazla ve gözeneklerine girme olasılığı daha yüksektir (Paul., 

1999). Bu nedenle bizim çalışmamızda da 150 rpm'lik karıştırma hızına kadar metal 

giderimi artmaya devam etmiş ancak 200 ve 250 rpm gibi yüksek karıştırma hızlarında 

metallerin adsorpsiyonu zorlaşmıştır.  
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 Ekmekyapar ve arkadaşlarının  yaptıkları çalışmada, Cu+2 iyonu için, Cladonia 

rangiformis liken biyokütlesinin adsorpsiyon özelliklerini, kesikli adsorpsiyon tekniği 

kullanarak araştırmışlardır. Başlangış metal iyon derişimi, başlangıç pH’ı, biyosorbent 

derişimi, karıştırma hızı ve etkileşim süresinin biyosorpsiyon etkinliği üzerindeki 

etkileri incelenmiştir. Deneyler sonunda 10mg/L başlangıç metal iyon derişimi, pH= 5 

ve 150 rpm karıştırma hızı, 5 g/L liken biyokütle derişimi ve 60 dk etkileşim süresi 

koşulları altında, en yüksek biyosorpsiyon etkinliği % 76,5 olarak belirlenmiştir 

(Ekmekyapar vd., 2006). 

 Optimizasyon çalışmaları sonucunda elde edilen verilere göre;  Cd +2 için her üç 

bakteri, 250 ppm'lik metal konsantrasyonunda, pH 6.0 değerinde, 150 rpm karıştırma 

hızında ve 60 dakika gibi bir sürede en yüksek biyosorpsiyon kapasite değerine 

ulaşmıştır.  Cr +3 için ise, her üç bakteri 2000 ppm'lik metal konsantrasyonunda, pH 5.0 

değerinde, 150 rpm karıştırma hızında ve 15 dakika gibi kısa bir sürede en yüksek 

biyosorpsiyon kapasite değerine ulaşmıştır.  Belirlenen optimum koşullarda ulaşılan en 

yüksek biyosorpsiyon kapasitesi değerlerinin literatür ile kıyaslanabilir olduğu 

düşünülmektedir. 

5.3. UV-C Uygulaması, Enzim ve Karoten Tayini 

 UV-C radyasyon, çok enerjik olduğundan canlılar üzerinde potansiyel olarak 

bilinenen en zararlı iyonize olmayan ışındır. D. radiodurans, UV-C radyasyona (100- 

295 nm) son derece dirençli bir organizmadır ve UV-C' nin tetiklediği siklobütan, 

primidin dimerleri ve primidin-(6-4) primidon gibi biprimidin ışık ürünlerini (BPPs) 

etkili bir şekilde tamir edebilmektedir (Setlow ve Duggan, 1964). 

 Yabanıl ve rekombinant bakteriler 0,5-48 saat süresince UV-C radyasyona 

maruz bırakılmıştır ve buna bağlı olarak üreme potansiyellerindeki değişimler 

saptanmıştır. Buna göre D. radiodurans (yabanıl)' ın 6 saatlik UV-C uygulamasına 

kadar kontrol grubuna yakın bir eğri ortaya koysada 12 saatlik UV-C dozundan 

etkilenerek canlı hücre sayısında bir düşüş meydana gelmiştir. Bu düşüş, 24 saatlik 

uygulama sonrası bakterinin sahip olduğu direnç ve tamir mekanizmaları sayesinde 

yeniden yükselişe geçmiştir. 

 D. radiodurans (vgb)'i UV-C uygulanmış ve uygulanmamış gruplarla 

kıyasladığımızda bakterinin 6 saatlik UV-C uygulanan örneklerde radyasyonun yıkıcı 

etkisi canlı hücre sayısındaki düşüşle kendini göstermiştir. Sonraki uygulamalarda 

bakterinin sahip olduğu vgb geninin bakteriye kazandırdığı daha fazla oksijenli ortam 



91 
 

ve  daha fazla büyüme ile bakterinin radyasyondan daha az etkilenerek canlı hücre 

sayısında artışlar kaydedilmiştir. 

 D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan örneklerini kontrol gruplarıyla 

kıyasladığımızda bakterinin uygulanan radyasyon dozuna bağlı olarak canlı hücre 

sayısında bir düşüşün meydana geldiği ve radyasyona (vgb+) rekombinantından daha 

duyarlı olduğu görülmüştür. En düşük canlı hücre sayısı 6 saatlik radyasyon uygulanan 

örneklerde tespit edilmiştir.  

 Genel olarak incelediğimizde UV-C radyasyon bakterilerin log fazına geçiş 

sürelerini uzatarak etkisini göstermiştir ve radyasyondan en fazla etkilenen bakteri D. 

raiodurans (pUC8) olmuştur. Yapılan bir çalışmada UV' e maruz kalmış E.coli' de 

eksponensiyel canlılık kayıpları tespit edilmiştir. D. radiodurans, 500 J/m2'lik 

radyasyon dozuna dayanabilmektedir (Battista, 1997).  D. radiodurans 'ın  E. coli' e 

göre 20 kat daha dayanıklı olması  hem DNA' sını BPPs' lere koruyabilmesinden hem 

de  UV nin tetiklediği oksidatif zarara  karşı proteinlerini koruyabilmesinden ileri 

gelmektedir (Krisko ve Radman, 2010). 

 UV-C’nin neden olduğu oksidatif stresi belirlemek amacıyla kullanılan 

biyobelirteçlerden biri de antioksidan savunma sisteminde yer alan parametrelerdeki 

değişimlerin saptanmasıdır. UV-C uygulamasının antioksidan sistem üzerine etkisinin 

karoten pigmenti ile ilişkilendirilerek araştırdığımız bu çalışmada aynı zamanda vgb 

geninin de antioksidan savunmaya katacağı katkı araştırılmak istenmiştir. Çünkü 

UV’nin hücresel zararına karşı antioksidan savunma mekanizmalarında, oksijen 

gerektiren çeşitli oksijenaz ve deoksijenazlarla katalizlenen, etkin bir oksijen alım ve 

kullanımını sağlayan sistemle (vgb) daha etkin olacağı düşünülmektedir (Liu vd., 1995). 

 Radyasyon serbest radikal oluşumunu tetikleyerek organizmada oksidatif stres 

oluşturmakta ve canlının biyomoleküllerinden genetik materyaline kadar pek çok 

bileşenine zarar vererek canlılığın sona ermesine doğru giden bir süreci  başlatmaktadır. 

 D. radiodurans (yabanıl) ve rekombinant bakterilerinde 6, 12, 24 ve 48 saat UV-

C radyasyon uygulaması sonrası süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) 

aktiviteleri saptanmıştır. Buna göre D. radiodurans (yabanıl)' da ilk 6 saatlik UV-C 

uygulaması sonrası SOD ve KAT enzim aktivitesi, kontrol grubuna göre düşmüş, 12 ve 

24 saatlik uygulamalarda ise kontrole göre bir artış olmakla birlikte en yüksek enzim 

aktivitesi de 24 saat UV-C uygulanan örneklerde tespit edilmiştir. 48 saatlik yüksek 

UV-C uygulaması sonrasında ise en düşük enzim aktivitesi gözlenmiştir. Uygulama 

dozuna bağlı olarak yabanıl bakterimiz radyasyonun neden olduğu oksidatif zarardan ilk 
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6 saat içinde oldukça fazla etkilenmiş ve bu etki bakterinin antioksidan savunma sistem 

elemanları olan SOD ve KAT gibi enzimlerin seviyelerinde düşüşe neden olmuştur. 12 

ve 24 saatlik UV-C radyasyon uygulanan örneklerde bakteri içinde bulunduğu bu stres 

ortamıyla başa çıkabilmek için ilgili genlerin ifadesi yapılarak SOD ve KAT gibi 

enzimlerin  sentezinde artışlar gözlenmiştir. 48 saatlik UV-C radyasyon uygulanmış 

örneklerde ise en düşük enzim aktivitesinin görülmesi, bakterinin yüksek dozdaki 

radyasyonun neden olduğu oksidatif hasarın onarımının daha zor olmasından 

kaynaklandığı söylenebilir. 

 D. radiodurans (vgb)' de UV-C uygulamasına bağlı olarak kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldığında, SOD ve KAT enzim aktivitesinde genel olarak bir artış 

gözlenmiştir. Her iki enzim için de en  düşük enzim aktivitesi 6-12 saatlik UV-C 

uygulanan örneklerde, en yüksek enzim aktivitesi ise, 48 saat UV-C uygulanan 

örneklerde kaydedilmiştir. Bunun sebebi, vgb' nin oksijene bağımlı bir promotora sahip 

olması ve bu promotorun stresin organizmada neden olduğu düşük oksijen koşullarında 

aktive olarak organizmayı koruyucu etkisini daha uzun vadede göstermiş olmasından 

kaynaklanmaktadır. VHb' nin  hem endojen hem de eksojen hidrojen peroksite karşı 

savunmada rol aldığı aynı zamanda stres altında SOD ve KAT gibi enzimlerin aktive 

olmasına neden olduğu tespit edilmiştir.VHb' nin oksidatif strese karşı bu koruyucu 

etkisinin heterelog hücrelerdeki üretkenliiğin arttırma yeteneğinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir (Akbas vd., 2011) 

 D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan örneklerini kontrol gruplarıyla 

kıyasladığımızda SOD ve KAT enzim aktivitesinin yabanıl ve vgb genini taşıyan 

rekombinantına oranla daha düşük olduğu tespit edilmiştir. En düşük enzim aktivitesi 

12 saat UV-C uygulanan örneklerde, en yüksek enzim aktivitesi ise 48 saat UV-C 

uygulanan örneklerde kaydedilmiştir. Enzim aktivitelerinin yüksek olduğu yabanıl ve 

vgb genini taşıyan bakterilerde, radyasyonun zararlı etkisi yabanıl için 48. saatte kendini 

gösterirken, vgb rekombinantı VHb/vgb gen sisteminin vermiş olduğu avantajlar 

sayesinde 48. saatte en yüksek enzim aktivitesine sahiptir. 48 saatlik UV-C uygulanan 

örneklerin SOD enzim aktivitelerini kıyasladığımızda vgb rekombinantı yabanılından 

yaklaşık 74 kat, pUC8  rekombinantından da yaklaşık 2,5 kat daha yüksek aktiviteye 

sahip olduğu tespit edilmiştir. 48 saatlik UV-C uygulanan örneklerin KAT enzim 

aktivitelerini kıyasladığımızda vgb rekombinantı yabanılından yaklaşık 133 kat, pUC8  

rekombinantından da yaklaşık 1,3 kat daha yüksek aktiviteye sahip olduğu tespit 
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edilmiştir.  Yapılan bir çalışmada da D. radiodurans' ın KAT aktivitesinin E.coli' den 

yaklaşık 7 kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir (Tian, 2004). 

 Genel olarak D. radiodurans' daki oksidatif protein zararı, radyasyona maruz 

kalmış veya kalmamış organizmada bulunan karbonilasyon düzeyi ile belirlenmektedir 

(Daly, 2007). Radyasyona dirençli D. radiodurans ve radyasyona duyarlı E. coli 

bakterilerinin her ikisinde de UV radyasyon dozuna bağlı olarak karbonillenmiş 

proteinlerin miktarı artış göstermekte ve canlı kalma oranları azalmaktadır (Krisko ve 

Radman, 2010). Karbonilasyon, oksidatif streste bir biyolojik belirteç olarak kullanılan 

proteinlerin en yaygın oksidatif modifikasyonudur. 

 Reaktif oksijen türleri ve oluşan ROT’ları temizleyen enzimler arasındaki denge 

birçok stres faktörü nedeniyle bozulabilmektedir. Bu faktörlerden biri olan UV 

radyasyon bu hassas dengeyi bozarak hücrelerde reaktif oksijen türlerinin oluşmasına 

neden olmaktadır (Gill ve Tuteja, 2010). Organizmalar, maruz kaldıkları çeşitli stres 

faktörlerine rağmen canlılığını sürdürebilmek için birçok adaptasyon mekanizmaları 

geliştirmişlerdir. Bu mekanizmalardan biri de pigment oluşumudur. 

 Karotenoidler bakteri, alg, fungus ve bitkilerin büyük kısmında  

bulunmaktadırlar. Çok sayıda Antartik bakterinin membranlarında karotenoid tipi 

pigmentler içerdikleri bulunmuştur. Bu pigmentlerin membranda yerleşerek membran 

akışkanlığında tampon rolü oynadıkları ileri sürülmektedir. Çalışmalarda membrandaki 

stabilitenin polar, akışkanlığın ise non polar karotenoidlerle sağlandığı bulunmuştur. 

Sphingobacterium antarcticus ve Micrococcus poseus gibi Antartik bakterilerde 

karotenoid sentezinin üreme sıcaklığına bağlı olduğu, düşük sıcaklıklarda polar 

karotenoid sentezinin arttığı ve bu nedenle membran stabilitesinde artış meydana 

gelirken non polar karotenoid sentezinde düşme olduğu saptanmıştır (Jagannatham vd., 

2000). Karotenoid pigmentinin aynı zamanda iyonize ve iyonize olmayan radyasyona 

karşı canlıları koruduğu da bilinmektedir. 

 6, 12, 24 ve 48 saatlik UV-C uygulanan D. radiodurans (yabanıl) ve 

rekombinant bakteriler için toplam karoten miktarını ölçtüğümüz çalışmamızda, D. 

radiodurans (yabanıl)'a turuncu rengini veren karotenin kontrol gruplarında, 

rekombinant bakterilerden yaklaşık olarak 1,5 kat daha fazla olduğu görülmüştür. Aynı 

zamanda UV-C uyglaması sonrası bu fark yaklaşık 4,5 kata çıkmıştır. 12 saatlik UV-C 

uygulanan örneklerle kontrol gruplarını kıyasladığımızda D. radiodurans (yabanıl)'ın  

kontrol gruplarında, rekombinant bakterilerden yaklaşık olarak 3,5 kat daha fazla 

olduğu görülmüştür. Aynı zamanda UV-C uyglaması sonrası bu fark yaklaşık 6 kata 
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çıkmıştır. 24 saatlik UV-C uygulanan örneklerle konrol gruplarını kıyasladığımızda D. 

radiodurans (yabanıl)'ın  kontrol gruplarında, rekombinant bakterilerden yaklaşık 

olarak 3,5 kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Aynı zamanda UV-C uyglaması 

sonrası bu fark yaklaşık 8 kata çıkmıştır 48 saatlik UV-C uyguladığımız gruplarla 

kontrol gruplarını kıyasladığımızda D. radiodurans (yabanıl)' ın kontrol gruplarındaki 

karoten miktarının rekombinant bakterilerden yaklaşık 3,5 kat daha fazla olduğu ortaya 

çıkmıştır. UV-C uygulamasına bağlı olarak bu fark 4,2 kata çıkmıştır.  

            Aynı zamanda bakterilerin UV-C öncesi ve sonrası elde ettiğimiz SEM 

resimlerinde  D. radiodurans (yabanıl)' ın 48 saatlik UV-C  uygulaması sonrası boyut 

olarak büyüdüğü ve daha çok dörtlü hücre kümeleri halinde görüldüğü tespit edilmiştir. 

Aynı zamanda hücre örtülerinin pürüzsüz yapısı bozularak deformasyonlar 

gözlenmiştir. D. radiodurans (vgb) rekombinantının yabanılından farklı olarak uzun 

basil yapısında olan şekli, 48 saatlik UV-C  uygulaması sonrası  boyut olarak oldukça 

küçülmüş ve  hücre  yapısında bozulmalar gözlenmiştir.  D. radiodurans (pUC8), 

yabanıl tipteki bakteri gibi kok şelindedir.  48 saatlik UV-C  uygulaması sonrası bakteri 

boyut olarak büyümüş ve  hücre örtülerinin pürüzsüz yapısı bozularak deformasyonlar 

gözlenmiştir.  

 Yapılan bir çalışmada reaktif oksijen türlerine yüksek direnç gösteren D. 

radiodurans' da karotenin bu dirençteki katkısı araştırılmıştır. D. radiodurans'ın  

renksiz mutantı elde edilmiş ve bu mutant (R1ΔcrtB), karotenoid sentezinde  başarısız 

olmuştur ve yabanıl tipe göre iyonize radyasyon, hidrojen peroksit ve kuraklık gibi 

koşullara daha duyarlı olduğu tespit edilmiştir.  Bu sonuçlar D. radiodurans 

karotenoidlerinin çevresel stresle mücadelede bakteriye katkısının olduğunu 

düşündürmektedir. Kemilüminesans  analizleri,  karotenoid sentez yolunda önemli bir 

ürün olan deinoxanthin' in H2O2 ve singlet oksijene savunmada  karoten (likopen ve β-

karoten) ve iki ksantofil (zeaksantin ve lutein) 'den  önemli ölçüde daha güçlü bir 

savunma yeteneğine sahip olduğunu göstermiştir. Deinoksantin' in aynı zamanda  DNA 

üzerinde koruyucu bir etki gösterdiği tespit edilmiştir. Elde edilen bulgular 

deinoksantinin güçlü bir antioksidan etkisinin olduğunu ve D. radiodurans' ın direnç 

mekanizmasına direncine katkıda bulunduğunu desteklemektedir (Tian vd., 2007).  

 UV' e maruz kalmış E.coli' de eksponensiyel canlılık kayıpları görülmektedir. D. 

radiodurans, 500 J/m2'lik radyasyon dozuna dayanabilmektedir (Battista, 1997).  D. 

radiodurans 'ın E. coli'e göre 20 kat daha dayanıklı olması  hem DNA' sını BPPs' lere 

koruyabilmesinden hem de  UV nin tetiklediği oksidatif zarara  karşı proteinlerini 
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koruyabilmesinden ileri gelmektedir (Krisko ve Radman, 2010). Bizim çalışmamızda da  

UV-C uygulamasının bakterilerin canlı hücre sayısına etkisini belirlediğimiz 

çalışmamızda bakterilere 0,37-4,47 j /cm2, enzim aktivite tayini için 4,47- 35,76 j /cm2' 

lik doz uygulanmıştır. 

 İlgili tez çalışmasından elde edilen sonuçlar bir bütün olarak karşılaştırıldığında 

görülmektedir ki, mikroorganizmalar kullanılarak geliştirilen ağır metal biyosorpsiyonu 

ile toksik metallerin bertaraf edilmesi ve değerli metallerin kazanılması için 

kullanılabilecek en umut verici teknoloji olarak kabul edilmektedir. Bu ileri teknoloji 

kapsamında çeşitli gen sistemleri ile donatılmış organizmaların kullanımı yıkımı zor 

toksik metallerin giderimi için büyük önem taşımaktadır. Bu bağlamda başta iyonize 

radyasyon ve ultraviyole radyasyon, genotoksik kimyasallar, oksidatif zararlar ve 

dehidrasyona karşı ekstrem dayanıklılığı ile Guiness rekorlar kitabına girmiş D. 

radiodurans' ın vgb/VHb sisteminin rekombinant suşlarında UV-C direnci ve metal 

biyosorpsiyon kapasitesine etkisi ve organizmanın bundan nasıl etkileneceği ilk kez bu 

çalışmada araştırılmıştır 

  

 Bu çalışma sonuçları ile Mikrobiyoloji, Biyoteknoloji, Biyokimya ve 

Toksikoloji alanında temel  düzeyde yeni bilgiler sunması beklenilmektedir. 
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