
557

Rekombinant Escherichia coli hMT1 Suşunun Nikel ve Alüminyuma Karşı Minimum 
İnhibisyon Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

Şeyma Akkurt*1,   Aysel Alkan Uçkun1

1Adıyaman Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Çevre Mühendisliği Bölümü, 02040, Merkez/Adıyaman 

(Alınış / Received: 21.09.2022, Kabul / Accepted: 29.11.2022, Online Yayınlanma / Published Online: 30.12.2022)

Anahtar Kelimeler 
Nikel 
Alüminyum 
Minimum inhibisyon 
konsantrasyonu 
Genetiği değiştirilmiş bakteri 
Atıksuların biyolojik arıtımı 

Öz: Bu çalışmada, insan MT1 geninin Escherichia coli (E. coli) BL21 yabanıl suşuna 
klonlanmasıyla elde edilen rekombinant E. coli hMT1 suşunun Ni ve Al’ye karşı 
direnç kapasitesinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Yabanıl E. coli BL21 ve 
rekombinant E. coli hMT1 bakterilerine farklı Ni2+ ve Al+3 konsantrasyonları 
uygulanarak hücrelerin büyüme potansiyelleri ve Minimum İnhibisyon 
Konsantrasyonları (MİK) belirlenmiştir. E. coli BL21 ve E. coli hMT1 suşlarının Ni ve 
Al için MİK değerleri sırasıyla 200 mg/L ve 425 mg/L, 275 mg/L ve 650 mg/L olarak 
belirlenmiştir. Sonuç olarak, rekombinant suşun Ni ve Al toleransının yabanıl suşa 
göre daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Metaller arası bir kıyaslama yapıldığında 
ise Al’ye olan tolerans Ni’den daha yüksek bulunmuştur. E. coli hMT1 suşunun düşük 
konsantrasyonlarda bile bu metalleri adsorbe etmesinin, çevrede kullanılabilirliği 
açısından, yabanıl suşa göre daha yararlı olduğu söylenebilir. Bu çalışma, E. coli 
hMT1 suşunun Ni ve Al metallerinin sulardan biyolojik arıtımında kullanılması için 
bir ön fikir sağlayabilir. 
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Abstract: The aim of this study was to determinate the resistance capacity of the 
recombinant Escherichia coli (E. coli) hMT1 strain against Ni and Al, obtained by 
cloning the human MT1 gene into E. coli BL21 wild strain. Growth potentials and 
Minimum Inhibition Concentrations (MIC) of cells were determined by applying 
different Ni2+ and Al+3 concentrations to wild E. coli BL21 and recombinant E. coli 
hMT1 bacteria. MIC values for Ni and Al of E. coli BL21 and E. coli hMT1 strains were 
determined as 200 mg/L and 425 mg/L, 275 mg/L and 650 mg/L, respectively. As a 
result, Ni and Al tolerance of the recombinant strain was found to be higher than the 
wild strain. When a comparison was made between metals, the tolerance for Al was 
found to be higher than for Ni. It can be said that the E. coli hMT1 strain adsorbing 
these metals even at low concentrations is more beneficial than the wild strain in 
terms of its availability in the environment. This study may provide a preliminary 
idea for the use of the E. coli hMT1 strain in the biological treatment of Ni and Al 
metals from waters.  
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1. Giriş

Endüstriyel faaliyetlerin yoğunlaşmasıyla birlikte su kirliliği katlanarak artmaktadır. Uygun arıtma yapılmadan 
toksik metallerle kirlenmiş atıksuların salınması çevreye büyük zarar verir. Madencilik, galvanizleme ve 
pigmentasyon gibi endüstriyel işlemler krom (Cr), kurşun (Pb), arsenik (As), kadmiyum (Cd), nikel (Ni) ve 
alüminyum (Al) gibi toksik metallerden oluşan önemli miktarlarda atık üretir [1]. Metal içeren atıksuları arıtmak 
için geleneksel yöntemlerden (kimyasal çöktürme, elektrokimyasal arıtma, filtrasyon) ileri teknolojilere (iyon 
değiştirme, ters ozmoz ve membran teknolojileri) kadar çeşitli fiziksel ve kimyasal yöntemler kullanılmaktadır [2-
3]. Bununla birlikte, bu yöntemlerin ilk kurulum maliyeti yüksektir ve yüksek konsantrasyonda metal iyonlarının 
varlığından dolayı düşük verimde arıtım yapılmaktadır [2]. Etkili bir alternatif, biyosorpsiyon gibi düşük maliyetli 
adsorbanlarla biyolojik yöntemlerin kullanılmasıdır. Biyosorpsiyon, belirli biyokütlenin kirleticilere bağlanmasına 
izin veren doğal bir fiziko-kimyasal mekanizmadır. Bir diğer deyişle, metal ve fonksiyonel grupların biyokütle 
üzerine hızlı bir şekilde bağlanması işlemidir [2]. Başlıca avantajları arasında, düşük maliyet, düşük 
konsantrasyonlardaki metalleri giderme etkinliği, iyi seçicilik ve adsorban biyomateryalini yeniden 
oluşturma/yeniden kullanma yeteneği yer alır [4]. 

Ni, insan sağlığı ve çevre üzerinde toksik etkisi olan ağır metallerden biridir [5]. Atom numarası 28 ve atom kütlesi 
58,69 olan, besin açısından önemli bir eser metal türüdür. pH’ya bağlı olarak, çeşitli kimyasal formlarda (Ni2+, 
Ni(OH)2, Ni3(O)4, Ni2O3 vb.) bulunabilir [6]. Ni, kadmiyum-nikel piller, boya ve pigmentler, gübre, galvanik 
endüstrileri, paslanmaz çelik için ferronikel üretiminden alaşım elementlerine, tıbbi ekipmanlara, enerji üretim 
endüstrilerine kadar geniş endüstriyel uygulamalara sahip ağır metallerden biridir [7-8]. Ni; esneklik, mukavemet 
ve yalıtım özellikleri nedeniyle alaşım hazırlamada büyük ölçüde kullanılmaktadır. Ayrıca yüksek sıcaklıklara 
dayanabilmesi nedeniyle gaz türbinlerinde ve roket motorlarında da kullanılmaktadır [8]. Ni2+ iyonları, Ulusal 
Toksikoloji Programı (NTP), ABD Sağlık ve İnsan Hizmetleri Departmanı (HHS) ve Uluslararası Kanser 
Araştırmaları Ajansı (IARC) tarafından insanlar için kanserojen olarak kabul edilmektedir [9]. Dünya Sağlık Örgütü 
(WHO) tarafından belirlenen izin verilen içme suyu sınır değeri Ni için 0,07 mg/L’dir [10]. Ni’ye uzun süre maruz 
kalınması, insanlarda alerji, DNA hasarı, nörolojik bozukluklar, kardiyovasküler ve böbrek hastalıkları, akciğer 
fibrozisi ve burun kanserine neden olabilir [11].  

Çalışmamıza konu olan bir diğer çevresel kirletici metallerden Al, yerkabuğunda doğal haliyle yüksek miktarlarda 
bulunur. 2019 yılında dünya çapında yaklaşık 63 milyon ton Al üretilmiştir [12]. Al, yüksek iletkenlik, 
dövülebilirlik ve korozyon direnci gibi fiziksel ve kimyasal özelliklerinden dolayı birçok endüstriyel sektörde 
yaygın olarak kullanılmaktadır. Makine ve inşaat endüstrilerinde Al, esas olarak metal alaşımlarını oluşturmak için 
kullanılır. İlaç endüstrisinde ise paketleme, antasitler ve aşılarda kullanılmaktadır. Tekstil endüstrisinde deri için 
tabaklama maddesi olarak da kullanılmaktadır. Ayrıca alüminyum sülfat (Al2(SO4)3) ve polialüminyum klorür 
(PAC), su arıtma tesislerinde kullanılan başlıca pıhtılaştırıcı maddelerdir [13-14]. Al’nin farklı endüstriyel 
sektörlerde yaygın kullanımı, bu metal tarafından kirlenmiş yüksek miktarda atık üretir. Bu atıkların su 
kütlelerinden yetersiz bertarafı, su sistemlerini, toprakları, bitkileri ve canlıları etkileyen çeşitli çevresel sorunlara 
neden olur [15]. Nötr pH'larda Al’nin çözünmemesi nedeniyle [16-17], bu metal nadiren doğal olarak suda litre 
başına miligramın birkaç onda birinden daha yüksek konsantrasyonlarda bulunur [18]. Bununla birlikte, içme 
suyunda Al'in büyük bir kısmı, inorganik ve organik ligandlarla ilişkili çözünebilir, monomerik Al olarak mevcut 
olabilir [18-19], bu da ölümcül sonuçları olan ciddi sağlık sorunlarının nedeni olabilir. Sucul ortamlarda yaşayan 
organizmalar da Al+3 formundaki Al’nin varlığından etkilenir. Balıklar üzerindeki etkileri literatürde en çok ele 
alınan konudur. Araştırmacılar, bu iyon formunun 0,5 mg/L’nin üzerindeki konsantrasyonlarının, birçok türde 
yüksek bir ölüm oranına neden olabileceğini ve esas olarak ozmoregülasyon ve solunum sistemini etkilediğini 
bildirmektedir. DSÖ, Al’nin içme suyunda maksimum tolere edilme miktarını 0,2 mg/L olarak belirlemiştir [20]. 
Al, organizmaların işlevi için gerekli olan kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), demir (Fe) ve diğer elementlerin 
emilimini azaltabilir ve böylece normal metabolik süreçlerine müdahale edebilir. Hayvanlar için iyi bilinen bir 
nörotoksindir ve çeşitli nörodejeneratif hastalıklarla ilişkili olduğundan şüphelenilmektedir [21]. 3 mM’dan düşük 
Al konsantrasyonunun E. coli’nin büyümesini inhibe ettiği [22] ve 1 mM’dan yüksek dozunun Desulfovibrio 
desulfuricans üzerinde toksik etki yarattığı rapor edilmiştir [23]. Toksisitesine rağmen, bazı türler metabolik 
yollarını değiştirerek Al’ye dirençli olabilir. Oksaloasetat ve oksalat gibi organik asitler, mikroorganizmaların Al'yi 
dışarı atmasına izin verir [22]. Bugüne kadar Al toleransı üzerine yapılan çalışmaların çoğu bitkiler ve mantarlar 
üzerinde yapılmıştır ve çok az bakterinin Al toleransı gösterdiği rapor edilmiştir [22-23].  
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Çökeltme, oksidasyon/indirgeme, iyon değişimi, filtrasyon, elektrokimyasal işlem, membran ayırma ve 
buharlaştırma dahil olmak üzere metal giderimi için çeşitli yöntemler kullanılmıştır. Bu yöntemlerin çoğu, metal 
konsantrasyonları 100 mg/L'den düşük olduğunda etkisizdir veya aşırı pahalıdır [24]. Bu nedenle, yeni 
teknolojilerin araştırılması son zamanlarda teşvik edilmiştir. Mikroorganizmaların kullanımına dayalı 
biyoremediasyon stratejileri potansiyel bir alternatif olarak kabul edilmiştir [25]. Ağır metallere dirençli 
mikroorganizmalar endüstriyel atıksuların arıtılmasında önemli bir rol oynamaktadır. Bu dirençli 
mikroorganizmaların detoksifiye etme yeteneği, atıksu sistemlerindeki ağır metallerin biyoremediasyonu için 
kullanılmaktadır [26]. Bakteriler her yerde bulunur, kontrollü koşullar altında yayılabilir ve ortamdaki 
değişikliklere karşı oldukça dirençlidir. Bu nedenle, bakteri biyokütlesi avantajlı bir biyosorbenttir [27]. 
Bakterilerin hücre duvarlarında enzimler, lipopolisakkaritler, peptidoglikan ve lipoproteinler gibi karboksil, 
sülfat, fosfat ve amino grupları gibi işlevsellik açısından zengin makromoleküller bulunur. Katyonik ve anyonik 
grupların bir arada bulunması, bakteri hücre duvarına amfoterik bir davranış kazandırır. Bununla birlikte, Van Der 
Wal ve arkadaşları [28] anyonik grupların katyonik gruplara üstün olduğunu ve bu nedenle çoğu bakteri 
biyokütlesinin izoelektrik noktasının pH 4'ü geçmediğini doğruladı. Sonuç olarak, bakteriler ve Ni2+, Al+3 gibi 
pozitif yüklü kirleticiler arasındaki elektrostatik etkileşimler biyosorpsiyon sürecini destekleyebilir.  

Genetiği değiştirilmiş mikroorganizmalar, kirleticilerin biyoremediasyonu ve biyodegradasyonunu arttırmak için 
farklı canlılardan (bakteri, maya, ökaryotlar vb.) kirleticileri gidermede etkili olduğu bilinen genlerin 
mikroorganizmalara aktarılması sonucunda üretilmektedir [29]. Fitoşelatinleri (PC’ler) ve metallotiyoneinleri 
(MT) kodlayan genler, ağır metallerin gideriminde metal bağlayıcı proteinler olarak kullanılmaktadır [30]. MT’ler 
mayalar da dâhil olmak üzere bakterilerden insanlara kadar çoğu organizmada bulunan düşük moleküler ağırlıklı 
proteinlerdir [31]. MT’ler, metal iyon koordinasyonunda ortaya çıkan metal-tiyolat komplekslerini oluşturan, 
sistein açısından zengin proteinlerin (amino asit içeriğinin %30’una yakın) heterojen bir ailesini oluşturur. 
MT’lerin toksik metallere karşı koruma, fizyolojik metallerin homeostazı, serbest radikal temizleme ve 
antioksidatif stres koruması, hücrenin oksidatif durumunun kontrolü, antiapoptotik savunma gibi birçok rolü 
olduğu düşünülmektedir. Bazı özellikleri hala bilinmiyor olsa da tüm MT’lerin metal iyonlarını, özellikle Zn2+ ve 
Cu1+’yu hücre içine alma kapasitelerinin yüksek olduğu bilinmektedir [32]. İnsan MT’leri dört farklı izoformdan 
oluşur. İnsan vücudunda metal toksisitesine karşı en çok sentezlenen MT izoformu MT1’dir [33]. Metal 
toksisitesine karşı koruma, öncelikle MT1 ve MT2’ye indirilirken, MT3’ün nöronlarda Zn homeostazında rol 
oynadığı düşünülmektedir ve MT4’ün işlevi tam olarak bilinmemektedir [34]. Memeli ve mikrobiyal MT’lerin 
metal biyosorpsiyonundaki etkinlikleri açısından incelendiği bir çalışmada genel olarak, insan MT’sini (MT1A) 
eksprese eden hücrelerin en iyi metal (Cd, Cu, Zn, Pb) adsorpsiyon performansını sergilediği tespit edilmiştir [35]. 
Bu bilgiler göz önüne alınarak, insan MT 1 geni yabanıl E. coli BL21 suşunun Ni ve Al metal iyonlarına karşı 
toleransını arttırmak için tercih edilmiştir. Bakterilerin metallere karşı direnç kapasiteleri, minimum inhibisyon 
konsantrasyon (MİK) testi ile belirlenir [36]. Bakterilerin MİK'inin belirlenmesi, o bakteri türleri tarafından tolere 
edilebilecek en yüksek metal konsantrasyonunu gösterir [37]. Ayrıca MİK değerinin belirlenmesi, biyosorpsiyon 
çalışmalarında, ne kadar konsantrasyonda metal giderilebileceği hakkında bir ön fikir vermesi açısından 
faydalıdır. Literatürde, rekombinant bakterilerin yabanıl bakterilerden hem metal direnç kapasitelerinin hem de 
metal giderim oranlarının daha fazla olduğunu bildiren birçok çalışma bulunmaktadır [38-39-40].  

Bu çalışmanın amacı, yabanıl E. coli BL21 suşuna, insan MT 1 geni klonlanarak Ni ve Al metal iyonlarına karşı 
direnç kapasitesinin arttırılmasıdır. Çalışmada, yabanıl E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suşlarının Ni ve 
Al metal iyonları için MİK değerleri belirlenmiştir. Belirlenen bu MİK değerleri, atıksulardan Ni ve Al metallerinin 
gideriminde, klonlanan insan MT 1 (hMT1) geninin etkinliği hakkında ön fikir vermesi açısından oldukça 
önemlidir. Rekombinant E. coli hMT1 suşunun Ni ve Al’ye karşı MİK değerlerinin belirlenmesi ilk defa bu çalışmada 
yapılmıştır. 

2. Materyal ve Metot

2.1. Bakteri kültürlerinin yetiştirilmesi 

Çalışmada E. coli BL21(kontrol grubu) ve E. coli hMT1 rekombinant suşları kullanılmıştır. Hücreler, sığır özü (10 
g/L), pepton özü (10 g/L) ve sodyum klorür NaCl (3 g/L) içeren Luria Bertani (LB) ortamında 120 rpm çalkalama 
hızında (MS, Major Science orbital çalkalayıcı) 37 °C'de büyütülmüştür. Rekombinant bakterilerin büyümesi için 
gerekli olan amfisilin antibiyotiği (Sigma-Aldrich) besiyeri ortamına eklenmiştir. 
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2.2. Ni ve Al solüsyonlarının hazırlanması 

MİK tayininde kullanılan metal solüsyonları, Ni(NO3)2 (Sigma-Aldrich) ve Al2(SO4)3.18H2O (Sigma-Aldrich) metal 
tuzları kullanılarak hazırlanmıştır. Ni ve Al stok çözeltileri 1000 mg/L konsantrasyonlarında hazırlanmıştır. Bu 
stok çözeltiler distile su ile seyreltilerek deneysel çalışmalarda kullanılmıştır. 

2.3. Gen sentezi ve klonlama 

İnsan MT1 gen dizisi (genbank erişim numarası: NM_005946), Twist Bioscience’dan temin edilmiştir. MT1 gen 
parçası ve pET21 plazmidi, EcoRI ve Notl kesme enzimleri (Thermo Scientifc) ile çift sindirilmiştir. Bu gen daha 
sonra pET21 plazmitine bağlanmıştır. Konakçı E. coli BL21 suşu kimyasal CaCl2 protokolüne (Sigma-Aldrich) göre 
geni almaya hazır hâle getirilmiştir. Rekombinant pET21 plazmitleri (Sigma-Aldrich), konakçı E. coli BL21 
hücrelerine aktarılmıştır. Daha sonra rekombinant E. coli hMT1 suşu, amfisilin (50 ug/mL), X-gal (mavi/beyaz 
hücre taraması için) ve IPTG ile takviye edilmiş LB agar plakalarına ekildi ve gece boyunca 37 °C'de inkübe 
edilmiştir. Plazmidi izole etmek için QIAGEN Qiaprep Spin Miniprep Kiti (Kat no: 27104) kullanılmış ve klonlamayı 
doğrulamak için PCR kullanılmıştır. Ek genleri doğrulamak için, izole edilmiş plazmitlerin dizileme kütüphaneleri 
hazırlanmış ve Miseq platformu kullanılarak dizilenmiştir. 

2.4. Hücrelerin büyüme eğrisi 

Yabanıl E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suşlarına belirli konsantrasyonlarda Ni (0-800 mg/L) ve Al (0-
1000 mg/L) metalleri uygulanarak hücrelerin büyümeleri üzerindeki etkileri tespit edilmiştir. Hücreler, belirlenen 
Ni ve Al konsantrasyonlarını içeren LB besiyerinde 120 rpm karıştırma hızında, 37 °C’de 48 saat boyunca inkübe 
edilmiştir. Belirli aralıklarda (6., 12., 18., 24., 36., ve 48. saatlerde) erlenlerden örnekler alınarak büyümenin en iyi 
gözlendiği optimum değer olan 600 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Thermo Varioscan Flash 2000) 
ölçülen absorbans değerleri kaydedilmiştir. Bu verilere göre hücrelerin büyüme eğrileri çizilmiştir (Şekil 1-2). 

2.5. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MİK) belirlenmesi 

E. coli BL21 suşu kontrol olarak kullanılmıştır. E. coli hMT1 rekombinant suşu ile E. coli BL21 yabanıl suşunun Ni
ve Al’ye direnç kapasiteleri, MİK testi ile mikro seyreltme yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. Ni ve Al’nin farklı
konsantrasyonları (0-1000 mg/L) için MİK analizi yapılmıştır. 50 mL LB besiyeri içeren 100 mL’lik erlenmayer
şişelerine belirlenen Ni ve Al konsantrasyonları (0-1000 mg/L) ilave edilmiştir. 600 nm dalga boyunda optik
yoğunluğu (OD) 0,5'e ulaşan hücreler, bir mikropipet ile konik şişelere eklenmiştir. Rekombinant hücreler içeren
erlenlere amfisilin (50 µg/mL) eklenmiştir. Erlenler 120 rpm’de çalkalanarak 37 °C'de 24 saat inkübe edilmiştir.
Hücrelerin MİK değeri, mikroplaka okuyucuda (Thermo Varioscan Flash 2000) 600 nm absorbansta hücrelerin
büyümesi analiz edilerek belirlenmiştir. Cihazda okunan sonuçlar kaydedilmiştir. Ayrıca hücrelere filtreyle steril
edilmiş %0,1’lik trifeniltetrazoryum klorür (TTK) canlılık indikatörü olan TTC konulmuştur. Bu yöntem
kullanılarak MİK değerleri doğrulanmıştır. Bu yöntemde, canlılık ve hücresel aktivite varlığında TTK, pembe bir
renge dönüşerek trifenil formazana indirgenir [41]. Canlılığın göstergesi olan pembe rengin kaybolduğu ilk Ni ve
Al konsantrasyonları MİK olarak belirlenmiştir. Her mikroplaka kuyusuna % 0,1 TTK ilave edilmiş ve 24 saat
inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra örnekler bir mikroplaka okuyucuda renk değişiminin gözlenebildiği
optimum absorbans değeri olan 480 nm'de ölçülmüştür. Deneysel çalışmalar, her numune için üç tekrarlı olarak
gerçekleştirilmiştir.

3. Bulgular

3.1. Hücrelerin büyüme potansiyeli üzerine Ni ve Al metallerinin etkisi 

Farklı Ni2+ (0-800 mg/L) ve Al+3 (0-1000 mg/L) konsantrasyonlarına maruz bırakılan yabanıl E. coli BL21 ve 
rekombinant E. coli hMT1 suşlarının büyüme eğrileri Şekil 1 ve Şekil 2’ de gösterilmiştir.   
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Şekil 1. Farklı Ni konsantrasyonlarına maruz kalan E. coli BL21 (a) ve rekombinant E. coli hMT1 (b) suşlarının 
büyüme eğrileri 
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Şekil 2. Farklı Al konsantrasyonlarına maruz kalan E. coli BL21 (a) ve rekombinant E. coli hMT1 (b) suşlarının 
büyüme eğrileri 

Ni varlığında E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suşlarının davranışını değerlendirmek için, suşların büyüme 
performansları ilk olarak Ni içermeyen (kontrol) bir ortamda belirlenmiştir. Şekil 1a’ya bakıldığında, düşük 
konsantrasyonlarda (25, 50, 100 mg/L) Ni uygulanan hücreler 18. saate kadar büyüme göstermiş olup 24. saate 
doğru büyüme hızında önemli oranda azalma gözlenmiş (p≤0.05) ve sonrasında azalma devam etmiş ancak 
istatiksel olarak önemli bulunmamıştır (p≥0.05). Yüksek konsantrasyonlarda ise (200, 400, 800 mg/L) hücreler 
inhibe olmuş ve herhangi bir büyüme etkisi görülmemiştir. Rekombinant E. coli hMT1 hücrelerinde ise (Şekil 1b) 
200 mg/L’ye kadar olan konsantrasyonlarda 24. saate kadar büyüme hızında önemli oranda artış gözlenmiş olup 
(p≤0.05), 24. saatten sonra hücreler durağan faza girmiştir. 400 mg/L ve 800 mg/L Ni konsantrasyonlarında 
hücreler inhibe olmuş ve herhangi bir büyüme etkisi görülmemiştir. 

Şekil 2a’da, yabanıl E. coli BL21 suşunun Al’ye karşı büyüme potansiyeli görülmektedir. Buna göre, 100 mg/L, 200 
mg/L, 400 mg/L Al konsantrasyonlarında büyüme hızının 12. saate kadar arttığı, 24. saatten sonra durağan faza 
girdiği tespit edilmiştir. 600 mg/L’de ise 6. saate kadar hücrelerin büyüme hızında artış olduğu daha sonra gittikçe 
azaldığı ve 24. saatten sonra inhibe olduğu belirlenmiştir. 800 mg/L ve 1000 mg/L Al konsantrasyonlarında ise 
hücrelerde ilk saatten itibaren büyüme gözlenmemiştir. Rekombinant E. coli hMT1 hücrelerinin büyüme hızının 
400 mg/L’ye kadar olan Al konsantrasyonlarında 18. saate kadar arttığı, 24. saatten itibaren durağan faza girdiği 
gözlenmiştir (Şekil 2b). 600 mg/L Al konsantrasyonunda hücrelerin 12. saate kadar büyüdüğü, daha sonra büyüme 
hızının kademeli olarak azaldığı tespit edilmiştir. En yüksek Al konsantrasyonları olan 800 ve 1000 mg/L’de ise 
ilk 6 saate kadar hücrelerin büyüme hızının arttığı, daha sonra durağan faza girdiği, 36. saatten sonra inhibe olduğu 
görülmektedir.  

3.2. MİK değerleri 

Bakteriyel hücreler, çevredeki ortama bağlı olarak metal iyonlarına karşı tolerans geliştirerek metal giderme 
potansiyellerini geliştirme yeteneğine sahiptirler. Bu çalışmanın sonucunda, yabanıl E. coli BL21 ve rekombinant 
E. coli hMT1 suşlarının Ni için MİK değerleri, sırasıyla 200 mg/L ve 425 mg/L olarak; Al için ise sırasıyla 275 mg/L
ve 650 mg/L olarak bulunmuştur. Hücrelerin MİK değerlerini doğrulamak için kullanılan TTK analizi sonunda elde
edilen mikroplaka görüntüleri Şekil 5’te verilmiştir.
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Şekil 5. Ni ve Al uygulanan yabanıl E. coli BL21 suşunun mikroplaka görüntüsü (a),  
 Ni uygulanan rekombinant E. coli hMT1 suşunun mikroplaka görüntüsü (b), Al uygulanan rekombinant E. coli 

hMT1 suşunun mikroplaka görüntüsü (c) 

4. Tartışma ve Sonuç

Çalışmada, Ni ve Al uygulanan yabanıl E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suşlarının, büyüme eğrilerinden 
elde edilen sonuçlar ile hücrelerin MİK değerleri sonuçlarının birbiriyle uyumlu olduğu görülmüştür. Bu bağlamda, 
Ni uygulanmış yabanıl hücrelerin 18. saatten sonra, rekombinant hücrelerin ise 24. saatten sonra durağan faza 
girmeleri, rekombinant hücrelerin Ni’ye karşı direnç kazandığını göstermektedir. Ayrıca yabanıl hücreler 200 
mg/L Ni konsantrasyonunda inhibe olurken rekombinant hücrelerin büyümeye devam etmesi, ilk inhibisyonun 
400 mg/L Ni konsantrasyonunda görülmesi de yine rekombinant hücrelerin Ni’ye karşı daha toleranslı olduğunu 
ifade etmektedir.  Yabanıl suşun Ni MİK değerinin 200 mg/L, rekombinant suşunkinin 425 mg/L olması da yine 
rekombinant suşun Ni’ye tolerans kapasitesinin daha yüksek olduğunu göstermektedir. Büyüme eğrilerinde 
yabanıl suşun büyüme hızının 200 mg/L Ni konsantrasyonunda, rekombinant suşun ise 400 mg/L’de inhibe 
olmaya başlaması, belirlenen bu MİK değerleri ile uyumluluk göstermektedir. Benzer durum Al uygulanan yabanıl 
ve rekombinant suşların büyüme eğrilerinde ve MİK değerlerinde de gözlemlenmiştir. Buna göre, yabanıl 
hücrelerin büyüme hızı 600 mg/L Al konsantrasyonunda 6. saatten sonra inhibe olurken rekombinant hücreler 
hala büyüme fazındaydı ve 24. saatten sonra durağan faza girebildi. Ayrıca, en yüksek Al konsantrasyonları olan 
800 mg/L ve 1000 mg/L Al konsantrasyonlarında yabanıl hücrelerde ilk saatten itibaren inhibisyon gözlenirken 
rekombinant hücrelerde 36. saatten itibaren inhibisyon gözlenmiştir. Yani hem tolere edilebilen Al 
konsantrasyonu açısından hem de inhibisyonun geç saatlerde gerçekleşmesi açısından rekombinant suşun yabanıl 
suşa göre önemli oranda Al’ye dirençli olduğu söylenebilir.  Yine rekombinant suşun Al MİK değerinin (650 mg/L), 
yabanıl suşunkinden (275 mg/L) daha yüksek bulunmuş olması da rekombinant suşun Al’ye direnç kapasitesinin 
daha yüksek olduğunu ifade etmektedir. MİK değerlerinin, hücrelerin büyüme eğrilerinde Al’nin ilk inhibisyon 
konsantrasyonlarıyla örtüşmesi de bulgularımızı doğrulamaktadır. Birçok çalışmada yabanıl bakterilerin MİK 
değerleri belirlenmiştir. Giovanella ve arkadaşları [42] çalışmalarında, Pseudomonas sp. B50D türünün Ni için MİK 
değerini, 3 mM olduğunu rapor etmişlerdir. Wu ve arkadaşları [43], Pseudomonas sp. (X2), Brevibacterium sp. (X6) 
olmak üzere iki farklı deniz bakterisinin ve E. coli DH-5α suşunun Ni MİK değerlerini sırasıyla; 500, 1000 ve 200 
mg/L bulmuşlardır. Benzer bir başka çalışmada, Lactobacillus plantarum MF042018 suşunun Ni direnç kapasitesi 
olan MİK değeri 500 mg/L olarak bildirilmiştir [44]. Sharma ve arkadaşları [45], çamur, kanalizasyon ve atıksu 
ortamlarının 17 farklı bölgesinden izole ettikleri bakteri suşlarının Ni tolerans kapasitelerini araştırmışlardır. 4 
farklı Bacillus izolatının 700 mg/L Ni konsantrasyonuna direnç gösterdiğini belirlemişlerdir. Ayrıca izole ettikleri 
diğer 33 izolatın, 500 mg/L Ni konsantrasyonunu tolere edebildiğini ileri sürmüşlerdir. Al-Gheethi [46], bir 
kanalizayon atıksuyundan izole ettiği Bacillus subtilis türünün 6 mM Ni iyonlarını tolere edebildiğini ileri 
sürmüştür. Chaudhary ve arkadaşları [47], E. coli (ATCC 11230), Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 13637), 
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Microbacterium sp. (MTCC 7185) suşlarının Ni MİK değerlerinin üç tür içinde 1mM olduğunu bildirmişlerdir. 
Senoro ve arkadaşları [48], E. coli (ATCC 25922) ve S. epidermidis RP62A'nın sırasıyla Ni MİK değerlerini 62.5 
mg/L ve 125 mg/L olarak bulmuşlardır.  

Ayrıca literatürde bakterilerin Ni’ye karşı direnç ve giderim kapasitesini arttırmak için Ni affinitesi yüksek 
genlerin klonlandığı rekombinant bakteriler ile yapılmış olan çalışmalar da bulunmaktadır [49-50]. Deng ve 
arkadaşları [49], Helocobacter pylori (NixA) ve Staphylococcus aureus’tan (NisA) iki farklı Ni affiniteli 
transmembran proteinininin (NiCoTs) ve bezelye MT geninin Ni affinitesi üzerindeki etkisini araştırmışlardır. 
Sonuç olarak, hem NiCoT’leri hem de MT’yi ifade eden rekombinant suşların (NixA+MT ve NisA+MT) Ni 
affinitesinin ve direnç kapasitesinin arttığını bildirmişlerdir. Bir diğer çalışmada gram pozitif (B. cereus RC607) ve 
gram negatif (Pseudomonas sp. K-62) bakteri suşlarından metal bağlayıcı proteinleri (MerP) aşırı eksprese 
edebilen E. coli konakçıları, sulu ortamda Ni2+, Zn+2 ve Cr+3'ü adsorbe etmek için kullanılmıştır. İfade edilen MerP 
proteinlerinin tipi de rekombinant biyosorbentlerin performansını etkilediğini tespit etmişlerdir. Gram pozitif 
MerP proteinleri (yani GB hücreleri) içeren biyosorbentler Ni2+ için daha iyi adsorpsiyona sahipken, Gram negatif 
MerP içeren GP hücreleri Zn+2 ve Cr+3 iyonları için daha yüksek adsorpsiyon kapasitesi sergilediğini tespit 
etmişlerdir [50]. Bu bağlamda, MT olarak bilinen bazı metal bağlayıcı proteinlerin, bakterilerin metallere karşı 
direnç kapasitelerini arttırdığı sonucuna varılabilir [51]. Ayrıca direnç kapasitelerindeki ve metal giderim 
oranlarındaki farklılıklar, her bakterinin izole edildikleri ortamdan ve aktarılan genlerin farklı olması ile ilgili 
olabilir. Sonuç olarak Ni metali ile kirlenmiş ortamlardan izole edilen dirençli suşlar ile bu çalışmada kullanılan 
rekombinant E. coli hMT1 suşunun, Ni MİK değerlerinin birbirine yakın olduğu, hatta bazılarından daha yüksek 
olduğu tespit edilmiştir. Bu da rekombinant E. coli hMT1 suşunun su ve atıksulardan Ni gideriminde biyoteknolojik 
bir araç olarak kullanılabilme potansiyeli olduğunu göstermektedir.   

Al MİK değerinin belirlendiği çalışmalara baktığımızda ise yine Ni’de olduğu gibi suşların izole edildiği yere ve 
bakteri cinsine bağlı olarak MİK değerlerinin farklılık gösterdiği rapor edilmiştir. Titah ve arkadaşları [37], Al geri 
dönüşüm endüstrisi atıksuyundan izole ettikleri azot içeriği yüksek ortamlarda bol bulunan Brochothrix 
thermosphacta’yı ve birçok farklı kirlenmiş alanda bulunabilen sucul bir bakteri türü olan Vibrio alginolyticus’un 
Al MİK değerini 500 mg/L olarak belirlemişlerdir. Huang ve arkadaşları [52] asidik topraktan izole ettikleri Al’ye 
toleranslı olduğu bilinen Burkholderia sp. SB1 suşunun Al+3’e direnç oranını 270 mg/L olarak tespit etmişler ve bu 
suşun Al ile kirlenmiş asidik kırmızı toprakların biyolojik olarak iyileştirilmesi için potansiyel olarak bir ajan 
olarak kullanılabileceğini ifade etmişlerdir. Yine aynı çalışmada, Anoxybacillus sp’nin, 200-800 mg/L Al+3 içeren 
bir besiyerinde %100 - %77 arasında değişen nispi büyüme oranlarıyla büyüyebildiği gözlemlenmiştir [52]. Abo-
Amer ve arkadaşları [53], endüstriyel atıksulardan izole ettikleri Providencia rettgeri MAM-4 suşunun Al+3 
direncini 500 mg/L olarak, ticari olarak satın aldıkları B. cereus’un direncini yine 500 mg/L olarak belirlemişlerdir. 
Bu konudaki diğer çalışmalarda, Acidiphilium cryptum’un Al2(SO4)3’a olan direncinin 100 mg/L olduğu [54], 
Flavobacterium sp'nin 2000 mg/L’ye kadar Al toleranslı olduğu, buna karşın Arthrobacter sp'nin maksimum Al 
tolerans konsantrasyonunun yaklaşık 300 mg/L olduğu rapor edilmiştir [55]. Bu çalışmalardaki Al MİK değerleri 
ile bizim çalışmamızdaki rekombinant E. coli hMT1 suşunun Al MİK değeri karşılaştırıldığında, rekombinant E. coli 
hMT1 suşunun MİK değerinin daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Bu durum, rekombinant E. coli hMT1 suşunun 
sulardan Al gideriminde etkili olacağını düşündürmektedir.   

Sonuç olarak, rekombinant suşun yabanıl suşa göre Ni ve Al toleransının daha yüksek olduğu, rekombinant suşun 
ise Ni’ye göre Al’ye daha toleranslı olduğu ancak yine de düşük konsantrasyonlarda bile bu metalleri adsorbe 
etmesinin çevrede kullanılabilirliği açısından yabanıl suşa göre daha yararlı olduğu söylenebilir. Bu sonuçlara 
göre, Ni ve Al içeren sular, belirtilen MİK değerlerinin üstüne ulaşmadıkça biyolojik olarak arıtılabilir. Ancak 
belirtilen MİK değerlerinin üstüne çıktığında bir ön arıtma işlemi uygulanabilir. Bu bilgiler ışığında, insan MT1 
geninin Ni ve Al metallerinin alımını ve biyoremediasyon kabiliyetini de arttıracağı sonucuna varılabilir. Aynı 
zamanda bu çalışmanın sonuçları, bu rekombinant suşun pelletlerinin Ni ve Al iyonlarının sudan biyolojik olarak 
uzaklaştırılmasında kullanılabilecek biyosorbent olarak geliştirilmesi için umut vericidir.  
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