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0z
Bu calismada Usak ili sinirlari iginde bulunan Seramik fabrikasi atik 6rneklerinden dokme plak yéntemi
kullanilarak 16 bakteri izolati elde edildi ve kursun (Pb) birikimi yapabilen 6 bakterinin identifikasyonu

Anahtar kelimeler A L N S . . s
Biyobirikim; yapildi. Izolatlarin 16S rRNA sekans analizi yapildi ve agir metal birikimi yapabilen bakteriler tespit edildi;

! SAB2: %99 Enterobacter cancerogenus; Pantoea agglomerans; Enterobacter cloacae, SCB9: %100

Kursun (Pb); Bacillus mycoides; Bacillus cereus; Bacillus weihenstephanensis, SAB4: %99 Acinetobacter
Bakteri; haemolyticus, SAB6: %100 Pseudomonas aeruginosa, SAB7:%100 Bacillus subtilis; Bacillus halotolerans;

16S rRNA Bacillus mojavensis, SAB9: %100 Bacillus aryabhattai; Bacillus megaterium. ICP analiz sonuglarina gore

Bacillus mycoides (% 57) ve Bacillus aryabhattai'nin (% 46) kursun biyosorbsiyonu yapabildigi, ilk kez bu
¢alisma ile tespit edildi. FTIR analiz sonuglari, amin gruplarinin biyosorbsiyonda etkin oldugunu
gostermektedir.

Isolation and Identification of Bacteria Capable of Bioaccumulation of
Lead (Pb) from Organized Industrial Zone (Usak) Wastes

Abstract

In this study, 16 bacterial isolates were obtained by using pour plate method from ceramic factory
waste samples located in Usak province. The identification of 6 bacteria capable of lead (Pb)
accumulation was performed. 16S rRNA sequence analysis of the isolates were performed and bacteria
capable of heavy metal accumulation were detected; SAB2: %99 Enterobacter cancerogenus; Pantoea

Keywords
Bioaccumulation;

Lead (Pb); agglomerans; Enterobacter cloacae, SCB9: %100 Bacillus mycoides; Bacillus cereus; Bacillus
Bacteria; weihenstephanensis, SAB4: %99 Acinetobacter haemolyticus, SAB6: %100 Pseudomonas aeruginosa,
16S rRNA SAB7:%100 Bacillus subtilis; Bacillus halotolerans; Bacillus mojavensis, SAB9: %100 Bacillus aryabhattai,

Bacillus megaterium. According to ICP analysis results, for the first time, Bacillus mycoides (57%) and
Bacillus aryabhattai (46%) were found to be capable of lead biosorption. FTIR analysis results show that
amine groups are effective in biosorption.
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Organize Sanayi Bélgesi (Usak) Atiklarindan Kursun (Pb) Biyobirikimi Yapabilen Bakterilerin izolasyonu ve Identifikasyonu, Asgi vd.

1.Giris
Agir metaller igerisinde yer alan kursun, 6zellikle
endustriyel  atiklarda  yaygin bir  sekilde

bulunmaktadir. Kursun, yiiksek toksisiteye sahiptir.

Ozellikle kursun iceren endistiriyel atiklarin
kontrolsiiz dogaya salinimi kursunun ekosistemde
birikimine ve yayilmina neden olarak ekosistemde
var olan canlilar icin blylk risk olusturmaktadir.
Ayrica organizmada bircok enzim ile etkilesime
girer. Eger kanda belirli bir diizeye ulasirsa karaciger,
bobrek ozellikle de kemik ve dislerde birikmekte ve
kalsiyumun yerine apatitin yapisina girmektedir.
Kursunun kanda yarilanma émri 20-40, kemiklerde
ise 10 yildir. Yari dGmriniin uzun olmasi nedeniyle
kursun kirliliginin yogun oldugu yerlerde yasayan
insanlarda yas ilerlemesine bagl olarak vicuttaki
kursun miktari da artmaktadir (Ozbek vd. 1993).
Kursun (Pb) kontamine toprakta yetisen bitkilerde
cesitli klorozlar kok ve kok Ustl organlarda biyime
zararlari gorilir. Topraktaki kursun miktari 1-200
ug/g arasinda olup nehir, yagmur ve kar sularyla
yerylzi sularina ya da topraktan sizmak suretiyle
yer alti sularina karisabilmektedir. Ayrica bitkiler
tarafindan alinmak suretiyle gidalarda da
birikebildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir

(Kloke vd. 1984; Blume and Hellriegel 1981).

Son yillarda Pb’nin yol actigi toprak kirliligi tim
diinyanin ortak problemi haline gelmistir (Baskaya
ve Kocaer 2003; Heil vd. 1999). Kirlenmis topraklarin
temizlenmesi amaciyla kimyasal aritim, toprak
yikama, elektrokinetik aritim, biyoremediasyon ve
fitoremediasyon gibi bazi iyilestirme teknikleri
gelistirilmistir (Moutsatsou vd. 2006). Bu nedenle
Pb’un

harcanmaktadir.

biyoremediasyonu icin  blylk caba

Biyoremediasyon, kirleticileri ortadan kaldirmak igin
mikroorganizma metabolizmasinin kullaniimasidir.
mikrobik

gelisimleri ve metabolizmalari Gzerinde herhangi bir

Bakterileri de iceren dogal suslar,
etki yaratmadan ¢ok yiksek diizeylerde korunmaya
devam etmek icin ¢esitli koruyucu mekanizmalar
kullanirlar. Yiksek konsantrasyonlarda kursuna
direnmek icin effluks mekanizmalari, hiicre disi

¢Okeltme, hiicre

gelismis

sekretasyon, biyosorpsiyon,

morfolojisindeki  degisiklik, siderofor

Uretimi ve hicre i¢i biyoakiimulasyonu gibi cesitli
stratejiler gelistirmislerdir (Nies 1999; Naik and
Dubey 2013). Bu durum, benzersiz 6zelliklere sahip
olan bakteri suslarinin kursunla kirlenmis cevresel
alanlarin biyoremediasyonunda ideal bir teknik
oldugunu kanitlamaktadir.

Biyobirikim, bir ortamda ¢6ziinm{s bilesenlerin canli
sekilde hiicre
(Agikel
tasima

hicrelerin icinde kontrolli bir
zarindan gecmek suretiyle birikmesidir
2003).
mekanizmasi hiicre zar Gzerindeki elektrokimyasal
iliskilidir 1992).

Mikrobiyal biyobirikimde metaller ilk asamada iyon

Mikroorganizmalarda  metal

gradientlerle (Garnham  vd.
degisimi veya fiziksel adsorpsiyon ile hizli bir sekilde
hiicre yizeyinde toplanmaktadir. Daha sonra hiicre
zarindan metabolizmaya bagli olarak hiicre igerisine
Membranda bulunan tiyollerin,
aktif

bildirilmistir. Hiicre icinde bulunan metallotiyonein

alinmaktadir.

metallerin tasinmasinda gérev  aldigi

proteinleri, metalleri selatlanarak detoksifiye eder
(Srinath vd. 2002; Mejare and Bulow 2001).

Streptomyces, Bacillus ve Pseudomonas gibi
mikroorganizmalar kontamine sulardaki metalleri
akimile edebilirler. Glnlimizde bu amagcla
Acinetobacter, Corynebacterium, Flavobacterium,
Micrococcus Achromobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Mycobacterium, Norcardia,
Vibrio,
Sphingomonas aktif olarak kullanilan turlerdir

Pseudomonas, Rhodococcus ve
(Roychowdhury vd. 2019). Toksik metallere direngli
mikroorganizmalar kontamine sularda biyotoplayici
olarak kullanilabilir. Bu nedenle bu tir izolatlarin
belirlenmesi hem ekolojik hem de ekonomik acgidan
blylk 6nem tasir. Bu ¢alismada Organize Sanayi
Bolgesi (Usak) seramik ¢amuru (SC) ve seramik
atiklarindan (SA) Pb biyobirikimi yapabilen metal
direncli bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonun
yapilmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

(Usak) Atik
Orneklerinden Bakteri izolasyonu ve Kursun

2.1 Organize Sanayi Bolgesi

Tuzlarina Direngli izolatlarin Belirlenmesi
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Seramik fabrikasi atik orneklerinden Dékme Plak
Yontemi kullanilarak mikroorganizma izolasyonu
yapildi. Besiyeri olarak Nutrient Agar (NA) ve Plate
Count Agar (PCA) kullanildi. inokiilasyon sonrasi
37°C 48 saat, inkibasyona birakilarak plaklarda
olusan kolonilerin saf kiltlrleri metal direnci
deneylerinde kullanild. izolatlar Pb(NOs),’ 1n 0.0125-
10 ppm konsantrasyon araliginda agar ortama
eklenerek (nisasta 3 g L', maltekstrat 15 g L™ ve agar
20 g L) 37+2°C’de, 2 giin inkiibasyonun ardindan
agir metal icermeyen ve farkl konsantrasyonlarda
agir metal tuzlan iceren plaklardaki bakteriyel
gelisim degerlendirilmistir.

2.2 izolatlarin Molekiiler identifikasyonu
DNA izolasyonu

DNA izolasyonu (High Pure

ile gergeklestirildi.

PCR Template
1,5 mllik
ependorf tiiplere 200 ul su ya da fosfat tamponu

Preparation) kiti

(PBS) icine koloniden pipet ucu ile 6rnek alindi. 500
rom de 5 dakika santriflij edildi ve 200 pl dH20
eklenerek érnekler calisma icin hazirlandi. Uzerine 5
ul litikaz eklenerek iyice karistirildi ve 37°C’'de 15 dk
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi 200 pl
baglama tamponu ve 40 ul proteinaz K eklenerek 10
dk 72°C’de inkibasyona birakildi. DNA’yi1 ¢oktirmek
icin karisima 100 pl isopropanol ilave edildi. Karisim
tiplere aktarildi ve 8000x g’de 1 dk santrifiij edildi.
Bu asamanin ardindan filtreli tiipler degistirilerek
tlipe 500 pl inhibitér uzaklastirma tamponu (IRB)
eklenerek 8000 x g’'de 1 dk santriflj edildi. Filtreli
tip tekrar yeni bir tipe alinarak 500 ul yikama
tamponu (WB) eklendi ve 8000x g’de 1 dk santrifij
edildi. Bu asama 500 pl WB ilavesi ile tekrarlandi.
Ardindan tupteki sivi dokilip 13000x g’de 10 saniye
santrifij yapilarak filtreli tlpler 720C’de bekleyen
elisyon tamponu (EB) dan 200 ul eklenerek 1,5
ml’lik ependorflara alindi. 8000x g’de 1 dk santrifij
yapild.

DNA Saflik Kontrolii

Elde edilen genomik DNA’larin batinlikleri agaroz
jel elektroforezinde, saflik kontrolleri ve miktar

tayinleri  spektrofotometrik  olarak  Thermo

Scientific-Nanodrop 2000c cihazi ile yapilmigtir. Bu
amacla 1,5 pl DNA o&rneginin  Aaeo/Azso oOrani

hesaplandi.
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

16S rRNA gen fragmentinin amplifikasyonu evrensel
primerler kullanilarak Tag DNA Polimeraz Kiti
(HelixAmpTM) ile gergeklestirilmistir. Amplifikasyon
tipine eklenecek bilesenler ve reaksiyon
basamaklar kit icerigine gore diizenlenmis olup

(Cizelge 1)’de belirtildigi gibidir.

Cizelge 1. PZR bilegenleri ve miktarlari

Bilesen Miktari
Kahp DNA Sul
10X TagBuffer Sul
DINTP 1pl
Primer — F 1ul
Primer — R 1ul
5X TuneUpBuffer 1oul
TagPolimeraz 1,25 unit
Su 50pul'ye tamamlandi
Tim molekiler analizler boyunca Internal

Transcribed Spacer (ITS) geninin ¢ogaltiimasi igin
kullanilan kosullar (Cizelge 2)’de gosterilmistir.

Cizelge 2. 16S rRNAgeninin PZR kosullari

islem Dongii Siire Sicakhk
ilk denatiirasyon 1 2dk 95°C
Denatirasyon 20sn 952C
Annealing 35 40sn 55¢eC
Elongasyon 1dk 30sn 72°C
Son Uzama 1 5dk 72°C
Sogutma Sinirsiz 4°C

Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, 2,5 pl GelRed'li %1 agaroz

(Sigma) iceren mini jelde gercgeklestirildi. Jel
hazirlanmasinda ve elektroforezde 1xTBE tamponu
kullanildi. 2 pl DNA sollisyonu, 1 ul yikleme boya
sollsyonu ve 3 pl suile karisimi hazirlanarak 90 V'da
60 dk sireyle ydratuldi. Elektroforezde, DNA

markeri olarak fermentas DNA Ladder kullanildi.

indiiktif Plazma Optik

Spektroskopisi (ICP-OES) ile Pb Biyosorpsiyonunun

Eslesmis Emisyon

Belirlenmesi

Biyosorpsiyon calismasi icin kullanilacak bitiin cam
malzemeler %5’ lik nitrik asitle yaklasik 5 saat
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bekletilerek ardindan distile suda ile bir gece
boyunca bekletildi.
kurutuldu (Moore 2007). izolatlar biyosorpsiyon
calismasinda kullanilmadan 6énce 100 ml NB besiyeri

Kullanmadan once etlivde

iceren 250 ml’lik erlenlere ekimleri yapildi ve
gelismeleri igin calkalamali inklibatérde (125rpm)
27°C'de inklbe edildi.
biyomas steril filtre kagitlarindan sizilerek. Sizilen
distile
olmamasi igin yikandi. Biyomaslar 2,5 g tartilarak
erlenlere 100 ppm
konsantrasyonda Pb bulunan erlenler 25 2C’ de 125

inkiibasyondan sonra

biyomas steril suyla besiyeri kalintisi

konularak. Biyomas ve
rom’ de c¢alkalamali etiivde biyosorpsiyon igin
birakildi. Belirli zaman araliklarinda analiz igin agir
Metal
biyomastan ayrilmasi i¢in 8000 rpm’ de 30 dakika

metal sollsyonlar alindi. sollisyonunun

santriftj edildi. Ayrilan agir metal kismi (sivi kisim)
falkonlara konularak ICP-OES cihazinda analiz edildi.

Agir metal konsantrasyon verilerine gore (ICP analizi
sonuglari) yizde (%) olarak biyosorpsiyon verilen
formiile gére hesaplandi;

R= (PO - Pe /Po) x 100
R = Yiizde (%) biyosorpsiyon

PO = Metal
(mg/lt)

iyonlari baslangic konsantrasyonu

Pe = Metal iyonlarinin kalan konsantrasyonu (mg/It)
(Amini et al. 2008)

Fourier Transform Infrared spektroskopisi (FTIR)
Analizi

Biyokiitle oda sicakliginda vakumla buharlastirici ile
kurutulduktan sonra. 100 mg KBr icinde yaklasik 1
mg biyokiitle kapsillendi ve Fourier Transform
Infrared spektroskopisi (Perkin EImer Spektrum 100)
ile analiz edildi.

3. Bulgular

Seramik fabrikasi; Seramik Camuru (SC) ve Seramik
Atiklan (SA) 6rneklerindeki toplam mezofilik bakteri

sayisi (Cizelge 3)’ de verilmistir. SA ve SC’den yapilan
ekimlerde en fazla mikroorganizma NA besiyerinde
elde edilmistir. Besiyerindeki koloni morfolojisine
bakilarak birbirine benzemeyen koloniler segilmis ve
bundan sonraki denemelerde kullaniimigtir. 18
izolatin 0.0125 ila 10mM konsantrasyon araliginda
kursun iceren ortamda Ureyebildigi saptanmistir
(Cizelge 4). Baziizolatlarin

(SCB3,5 ve SAB2) yiliksek Pb konsantrasyonunda
Uremesi ancak disik Pb konsantrasyonlarinda
trememis olmasi ekim hatalarindan kaynaklandigi
distnulmektedir.

Cizelge 3. Seramik fabrikasi; Seramik Camuru (SC) ve
Seramik Atiklari (SA) orneklerinin  1ml’sinde
bulunan mikroorganizma sayisi

Besiyeri CFU/ml
SC SA
PCA 8.0x103 1.6x10*
NA 8.0x104 2.9x107

Cizelge 4. 0.0125 ile 10mM konsantrasyon araliginda
kursun iceren ortamda Ureyebilen izolatlar.

— in
g £ & g 8 g & g ¢
o
SAB1 + + + + + + + + +
SAB2 + + + + + + + +
SAB3 + + + + + + + + +
SAB4 + + + + + + + + +
SAB5 + + + + + + + + +
SAB6 + + + + + + + + +
SAB7 + + + + + + + + +
SAB8 + + + + + + + + +
SAB9 + + + + + - + + +
SCB1 + + + + + + + + +
SCB2 + + + + + + + + +
SCB3 + - + + - + +
SCB4 + + + + + + - + +
SCB5 - - +
SCB6 + + + + + + + + +
SCB7 + + + + + + + + +
SCB8 + + + + + + + + +
SCB9 + + + + + + + + +

SCB: Seramik gamurundan izole edilen bakteri
SAB: Seramik atigindan izole edilen bakteri
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Sekil 1. Biyosorbant izolatlarin makroskobik morfolojileri

Pb iceren ortamda koloni renginin kahverengiye
doénmesi kursunun biyosorbsiyonunun yapildigini
gostermektedir. Bu calismada 6 izolatin (SAB2,
SAB4, SAB6, SAB7, SAB9 ve SCB9) biyosorbsiyon
yapabildigi kiltir ortaminda koloni renk degisimi
ile saptanmistir (Sekil 1). 16S rRNA dizi analizi
sonucunda; SAB2: %99 Enterobacter

cancerogenus; Pantoea agglomerans;

Cizelge 5. Blast (BLAST) analizi sonucunda izolatin tirt

Enterobacter cloacae, SCB9: %100 Bacillus
mycoides; Bacillus cereus; Bacillus
weihenstephanensis, SAB4: %99 Acinetobacter
haemolyticus, SAB6: %100 Pseudomonas
aeruginosa, SAB7:%100 Bacillus subtilis; Bacillus
halotolerans; Bacillus mojavensis, SAB9: %100
Bacillus aryabhattai; Bacillus megaterium olarak

identifiye edilmistir (Cizelge 5).
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Blast Analizi sonucunda izolatin tiirii

Dizi

SAB2: %99 Enterobacter cancerogenus;

Pantoea agglomerans;

Enterobacter cloacae

TCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGAT
AACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCG
GGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCT
AGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
CATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTG
TTGTGGTTAATAACCRCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAA
CTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA
CTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTASC
AGAGATGSWTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTY
MGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAG
CGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAAC
TCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTA

SCB5: %100 Bacillus mycoides;

Bacillus cereus;

Bacillus weihenstephanensis

GAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATAAGACTGGGATAACT
CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATAGTTCGAAATTGAAAGGCG
GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
AAAACTCTAGAGATAGAGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
CATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAG
AGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCT
GCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC

SABA4: %99 Acinetobacter haemolyticus

AGTGTAGCTTGCTACATTACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATT
AGTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
AGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGSGGAASC
CTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGG
AGGAGGCTACTCTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCT
AACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCG
TAAAGCGTGCGTAGGCGGCTGATTAAGTCGGATGTGAAATCCCTGAGCTTAACTTAGGAATT
GCATTCGATACTGGTCAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATT
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SAB6: %100 Pseudomonas aeruginosa

AGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAT
CTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGG
AGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG
GGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAG
CACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAAC
CTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTG
ATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCG
ATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT
GACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTC
CGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAAT
GTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTG
CTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCGC

SAB7: %100 Bacillus subtilis;

Bacillus halotolerans;

Bacillus mojavensis

TTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACAT
AAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA
GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG
GGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATC
TTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACA
GAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
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SAB9: %100 Bacillus aryabhattaij

Bacillus megaterium

TGCAGTCGAGCGACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAG
GATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCG
CGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGA
CGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGA
AAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGG
ACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCC
ATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGG

16S rRNA dizi analizi sonucunda SAB2: %99
Enterobacter cancerogenus; Pantoea
agglomerans; Enterobacter cloacae, SCB9: %100
Bacillus mycoides; Bacillus cereus; Bacillus
weihenstephanensis, SAB4: %99 Acinetobacter
haemolyticus, =~ SAB6: %100 Pseudomonas
aeruginosa, SAB7: %100 Bacillus subtilis; Bacillus
halotolerans; Bacillus mojavensis, SAB9: %100
Bacillus aryabhattai; Bacillus megaterium olarak
identifiye edilmistir (Cizelge 5).

ICP sonucuna gore, Bacillus mycoides 82. saatte
(%57), Bacillus aryabhattai ise 72. saatte (%46)
maksimum % biyosorbsiyon gergeklestirmistir
(Cizelge 6).

Bu calismada FTIR analizi sonugta, kursunun
biyorpsiyonu ile ilgili olarak fonksiyonel gruplar
arasindaki fark belirlenmistir. Kursun yuakla
mikrobiyal biyokitlenin absorpsiyon spektrumu,
kontrol biyokitle ile karsilastinldiginda, amid
gruplarinda absorpsiyon bandi (1700-1500 m)
degisikligi gorilmuastar.

Cizelge 6. 100 ppm Kursun konsantrasyonlarinin ICP

sonuglari ve % biyosorpsiyonlari (%BS)

Bacillus mycoides

Bacillus aryabhattai

Zaman (saat) ICP % BS ICP %BS
2 97 3 93 7
5 93 7 95 5
10 82 18 78 22
15 88 12 73 27

20 79 21 68 32
25 72 28 72 28
30 66 34 62 38
35 65 35 65 35
40 65 35 52 48
45 58 42 53 47
50 52 48 55 45
55 47 53 54 46
60 47 53 58 42
65 55 45 53 48
70 42 58 54 46
75 45 55 54 46
80 43 57 - -

85 43 57 - -
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4. Tartisma ve Sonug¢

Biyobirikimi saglayan metallotiyoneinler, toksik
agir metallerin immobilizasyonunda énemli bir rol
oynamakla birlikte ayrica enzimler tarafindan
katalize edilen bakteriyel metabolik siiregleri
korurlar. (Blindauer vd. 2002; Liu vd. 2003). Bazi
siyanobakteriyel, Synechococcus PCC 7942 (SmtA),
Anabaena PCC 7120 (SmtA), Oscillatori abrevis
(BmtA), Pseudomonas aeruginosa (BmtA) ve
Pseudomonas putida (BmtA) izolatlarinin sitozolik
metal homeostazisini muhafaza etmek igin
metallotiyoneinlerin kodladig bildirilmistir
(Blindauer vd. 2002; Turner vd. 1996). Kursuna
maruz kalan Pseudomonas fluorescens’da (Sharma
etal., 2006), P. aeruginosa (Naik vd. 2012), Bacillus
megaterium’da kursun direncinden sorumlu
metallotiyonein (Roane 1999) gosterilmistir.
Salmonella choleraesuis susu 4A ve
Proteuspenneri susu  GM10'da  hiicre igi
biyoakimilasyonunu saglayan kursun

direncinden sorumlu metal baglayic
metallotiyonein smtAB genlerinin (507 bp)
varligini ortaya c¢ikardi (Naik vd. 2012). B.
megaterium, P. aeruginosa susu WI-1, S.
Choleraesuis susu 4A ve P. penneri susu GM10, cok
yiksek miktarda kursunun biyolojik olarak
biriktirilebilmesini mumkin kilan, kontamine
bulunan

cevre bolgelerinde kursunun

biyoremediasyonu igin kullanilabilir (Roane 1999).

Biyoremediasyon sirecleri ekonomiktir, cevre
dostu ve kontamine cevre bolgelerinden gelen agir
metallerin  giderilmesi  icin  fizikokimyasal
yontemlerle kiyaslandiginda oldukg¢a verimlidir.
Son yillarda arastirmacilar kursun
biyoremediasyonunda  biyoteknolojik  ajanlar
olarak mikroorganizmalari kullanmaya
odaklanmisti. Bunun nedeni pahali ve zahmetli
kimyasal analiz yontemlerinin aksine, genlerin
flzyonu ile gelistirilen bakteriyel biyo-tasiyicilarin
nispeten ucuz, kullanimi kolay, kursuna o6zel ve

kursun nanomollerini algilayabilir olmalaridir.

Bu c¢alismada SAB2 izolati  Enterobacte

cancerogenus; Pantoea agglomerans;
Enterobacter  cloacae, bir izolat (SABA4)

Acinetobacter haemolyticus, bir izolat (SAB6)

Pseudomonas aeruginosa, (g izolat ise Basillus sp.
[(SCB9) Bacillus mycoides; Bacillus cereus; Bacillus
weihenstephanensis, (SAB7) Bacillus subtilis;
Bacillus halotolerans; Bacillus mojavensis, (SAB9)
Bacillus aryabhattai; Bacillus megaterium] olarak
identifiye edilmistir (Cizelge 5).

Kursun kirli atiksulardan Pseudomonas sp.,
Chryseomonasluteola, Bacillus circulans, Bacillus
cereus, Bacillus. subtilis, Bacillus pumilus gibi
bakteri kullanarak kursunun uzaklastiriimasi birkag
yazar tarafindan bildirilmistir (Leung vd 2000, Azza
vd 2009).Ancak yaptigimiz literatiir ¢alismalar
sonucu Bacillus mycoides ve Bacillus aryabhattai
nin Pb biosorbsiyonu yaptigi Gzerine higbir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle ICP ve FTIR
calismalari bu iki Bacillus tiriinde yapilmistir.

Bacillus mycoides 82. Saatte (%57), Bacillus
aryabhattai 72. Saatte (%46) maksimum
%biyosorbsiyon  gercgeklestirdigi  saptanmistir.
Bizim sonuglarimiza benzer olarak Arifiyanto vd
(2016) Basillus izolatlarinin (S1, S11) sirasiyla 53%
ve  51%Pb
bildirmislerdir.

biyosorbsiyon  yapabildiklerini

Biyosorpsiyon, ayrica ekzopolisakkaritlerin bakteri
hicre ylizeyinde agir metallerin selatori olarak da
rol oynadigi bir mekanizmaydi. Bakteriyel
hiicresinin duvarinda, fosforil (PO43-), karboksil
(COO0-), sulfhidril, tiyol (-SH) ve hidroksil (-OH) gibi
negatif ylki iceren gruplari bol miktarda bulunur
ve bu gruplar ile metal iyonlarini baglayabilirler
etkilesimleri olusabilir (Murthy vd, 2011)

Son zamanlarda yapilan calismalar, karboksil,
amin, hidroksil, fosfat ve stlfhidril gruplari gibi bazi
anyonik hiicre ylzey ligandlarinin biyosorbent
olarak hem canli hem de 6l bakteri biyokuitlesini
kullanarak Pb gibi katyonik metal iyonunun aktif
veya pasif biyo-emiliminde kullanilabilecegine
dikkat cekmektedir (Murthy vd. 2012).

Bu calismada FTIR analizi sonugta kursun yukli
mikrobiyal biyokitlenin absorpsiyon spektrumu,
kontrol biyokitle ile karsilastirildiginda, amid
gruplarinda  absorpsiyon  bandi  degisikligi
gorllmustiir. Bu nedenle biyosorbsiuonda amin
gruplarinin etkin oldugu disinilmektedir.
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Cok vyiksek oranda bakteriyel metallotiyonein
(BmtA) eksprese eden genetik olarak modifiye
edilmis bakteriler (GMB), kursunla yiiksek oranda
kirlenmis olan ¢evre bolgelerini  biyolojik
ivilestirmede kullanilabilir.  Bu hiper metal
biriktirici bakteriler, metal biyoyararlanimini
azaltarak metal homoestazisini korurlar. Hicre
ylzey proteinleri ile flizyon, hiicre ylizeyinde
metallotiyoneinlerin  ekspresyonu bakterilerin
biyoakiimllasyon  kapasitesini  birkag  kat
artirabilir. Bakteriyel suslar, hiicre ylizeyinde veya
EPS ve biyosirfaktanlar gibi mikrobiyal Grlnler
Uzerinde ylksek seviyelerde toksik kursunun
biyosorbsiyonu i¢in yliksek seviyelerde metal
baglama ligandlar, 6rnegin karboksil, hidroksil,
silfat, fosfat ve amin eksprese etmek lzere
genetik olarak tasarlanabilir.  Agir metal
biyoremediasyonunun  etkinligi rekombinant
mikroorganizmalarin uygulanmasiyla g ila alti kat
arttinlabilir (Srivastava and Majumber 2008).

Bir baska yaklasim, yiksek seviyelerde direnclere
direng gosterebilen mikrobiyal konsorsiyum
kullanilarak  endustriyel  atiklardan  kursun
¢cikarmaya yonelik paketlenmis yatakli reaktorlerin
tasarlanmasi ve gelistirilmesi olabilir.

Bu calismada Bacillus mycoides ve Bacillus
aryabhattai ‘nin Pb biosorbssiyonu yapabildigi ICP
ile ilk defa gosterilmistir. Sonuc¢ olarak kursun
akiimiile ettigi saptanan bu izolatlarin bakteriyel
metallotiyonein ekspresyon kosullarinin
optimizasyonu ile ilgili calismalarin yapilmasi hem
enddstriyel atiklardan kursunun yeniden kazanimi
icin hem de biyoremediasyon uygulamalarinda

kullaniminda biyik faydalar saglayabilir.
Tesekkiir

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel
Arastirma  Projeleri  kapsaminda ydiritilen
17 Kariyer. 98 projesi ile desteklenmistir.
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