o N Arastirma Makalesi S U

by
by

SO Adiyaman Universitesi SAM
‘\ /’ Miihendislik Bilimleri Dergisi \ /
20006 8 (2021) 244_252 20006

METALLOTIYONEIN GENI KLONLANMIS REKOMBINANT
Escherichia coli SUSLARIYLA SULU COZELTILERDEN ARSENIK
BIYOGIDERIMI

Aysel ALKAN UCKUN', Mira¢ UCKUN?, Seyma AKKURT?

I3 Adiyaman Universitesi, Miithendislik Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Béliimii, Adiyaman, 02040, Tiirkiye
2Adiyaman Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Adiyaman, 02040, Tiirkiye
Gelis tarihi: 02.06.2021 Kabul tarihi: 13.06.2021

OZET

Bu c¢alismada, insan metalloproteinlerinden hMT2 ve hMT3’lin sulu ¢o6zeltilerden arsenik (As) giderme
kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu genler konak¢1 Escherichia coli Jm109 susuna klonlanmisg, elde
edilen rekombinant suglarla yabanil susun sulu ¢ozeltilerden As biyogiderim oranlari kiyaslanmigtir. 24 saat
boyunca suslara 0,01 ppm, 0,1 ppm ve 1 ppm konsantrasyonlarinda As uygulanmustir. Indiiktif eslesmis plazma
kiitle spektroskopisi (ICP-MS) sonuglarindan, hiicrelerinde en fazla As biriktiren susun E. coli MT3 oldugu ve en
fazla 0,01 ppm As konsantrasyonunda birikim yapt181 (%82 oraninda) saptanmistir. Taramali elektron mikroskobu
(SEM) goriintiilerinden, As ile muamele edilmis suslarin hiicre yiizeylerinin kontrol susuna kiyasla daha fazla zarar
gordiigii belirlenmis, enerji dagilimi spektrumlarindan (EDS) da As varligi kanitlanmistir. Sonug olarak, E. coli
MTS3 susunun hem E. coli Jm109 hem de E. coli MT2 susuna gore daha fazla As absorbe ettigi, dolayistyla MT3
geninin/proteinin sulardan As giderilmesinde etkili bir biyoremediyal ara¢ olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Biyosorpsiyon, E.coli Jm109, Genetigi degistirilmis bakteri, Metallothionein, Sulardan
Arsenik giderimi

BIOREMOVAL of ARSENIC from AQUEOUS SOLUTIONS with
METALLOTHIONEIN GENE CLONED RECOMBINANT Escherichia coli
STRAINS

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the arsenic (As) removal capacity of human metalloproteins hMT2 and
hMT3 from aqueous solutions. These genes were cloned into the host Escherichia coli Im109 strain, and the
bioremoval rates of As from aqueous solutions of the obtained recombinant strains and the wild strain were
compared. As concentrations of 0,01 ppm, 0,1 ppm and 1 ppm were applied to the strains for 24 hours. From the
inductively coupled plasma mass spectroscopy (ICP-MS) results, it was determined that the strain which
accumulated the most As in its cells was E. coli MT3, and it accumulated the most at 0,01 ppm As concentration
(82%). From the scanning electron microscope (SEM) images, it was determined that the cell surfaces of the As-
treated strains were more damaged than the control strain, and the presence of As was proven from the energy
distribution spectra (EDS). In conclusion, it can be said that the E. coli MT3 strain absorbs more As compared to
both E. coli Jm109 and E. coli MT2 strains, so the MT3 gene/protein can be used as an effective bioremedial tool
for As removal from water.

Keywords: Biosorption, E.coli Jm109, Genetical engineering bacteria, Metallothionein, Arsenic removal from
water
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1. Giris

Arsenik (As), havada, suda ve torakta yaygin olarak bulunan dogal bir metaloiddir [1]. As,
yerkiirede en ¢ok bulunan 20. elementtir ve periyodik tablonun V. grubunda yer almaktadir [2]. igme
suyu ve tarim arazilerinde As kontaminasyonu kiiresel bir sorundur. Jeojenik ve antropojenik
kaynaklardan As dogaya yayilmaktadir. Ayrica As, pestisitler, ahsap koruyucular, madencilik ve eritme
islemleri gibi insan faaliyetleri sonucunda olugsmaktadir [3]. As, kirlenmis toprakta ve suda genel olarak
arsenit As(IIl) ve arsenat As(V) formlarinda bulunmaktadir. Arsenik formlarimin toksisitesi oksidasyon
durumlarina ve kimyasal yapisina bagli olarak degismektedir. Ayrica, As(Ill)’in toksisitesi As(V)’tan
60 kat daha yiiksektir ve kanserlere, kardiyovaskiiler ve solunum yolu hastaliklarina neden olmaktadir
[4]. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan igme suyunda izin verilen As sinir degeri 10 pg/L olarak
belirlenmistir [5]. Su Kirliligi Kontrol Yonetmeligi’nde ise, icme suyunda izin verilen arsenik sinir
degeri 10 png/L’dir. Bu yonetmelikte arsenigin kita i¢i su kaynaklaria gore siir degerleri, 1. kalite suda
20 ug/L, 2. kalite suda 50 ug/L, 3. kalite suda 100 pg/L ve ve 4. kalite suda > 100 ug/L olarak
belirlenmistir [6].

Arsenik insan sagligi {izerinde ciddi bir tehdittir ve kontamine su ve toprak ortamlarindan
uzaklastirilmasi bliyliik 6nem arz etmektedir [7]. Gilinlimiizde, As gideriminde koagiilasyon/filtrasyon,
iyon degisimi, kire¢ ile yumusatma, adsorpsiyon ve ters ozmoz gibi ¢esitli fiziksel ve kimyasal
yontemler kullanilmaktadir [8]. Ancak bu yontemlerin pahali olmasi, diisiik aritma verimliligine sahip
olmalari, ikincil kirlilik olusumu gibi bazi1 olumsuz 6zellikleri bulunmaktadir [9]. Mikroorganizmalar
kullanilarak yapilan biyoremediasyon ¢aligmalarinda umut verici sonuglar elde edilmektedir [10].
Biyoremediasyon prosesinin ¢evre dostu olmasi, uygulama kolaylig1 ve maliyeti diisiirmesi agisindan
konvansiyonel yontemlere gore bir¢ok avantaji vardir [11]. Biyoremediasyon teknolojileri, sudan As
cokeltmek/adsorbe etmek icin kimyasallar yerine mikroorganizmalar1 kullanan arastirmalarin odak
noktast olmustur ve atiksulardan As aritimi i¢in daha fazla ilgi géormeye baslamistir [12]. Ayrica, bu
proseste kullanilan mikroorganizmalarin metallere kars1 yiiksek affinitesinin olmasi nedeniyle agir metal
iyonlariin neden oldugu ¢evre sorunlarini ¢ozmek igin biyoremediasyon konvansiyonel metotlara
onemli bir alternatiftir [13]. As ¢ogu organizma igin toksik olmasina ragmen, mikroorganizmalar As’nin
biyojeokimyasal dongiisiinde ¢cok dnemli bir rol oynar ve daha az zehirli formuna donistiirebilir.
Adsorpsiyon, demetilasyon, biyometilasyon, komplekslesme, kopresipitasyon ve oksidasyon-
rediiksiyon iglemleri gibi ¢esitli mikrobiyal mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalar sayesinde
mikroorganizmalar As gidermektedir [14]. Yabanil suslarla yapilan biyoremediasyon islemlerinde,
suslarin metalleri baglama kapasitelerinin sinirlt olmasi ve yiiksek konsantrasyonlarda metal igeren
ortamlarda metabolik aktivitelerinin durmasi nedeniyle aritim olumsuz yonde etkilenir [15]. Agir
metallerin atiksulardan uzaklastirilmasini hedefleyen arastirmalar, hedef metaller igin artan afinite,
kapasite ve segicilige sahip yeni tiirlerin tespit edilmesine odaklanmistir [16]. Son yillarda, genetik
modifikasyon teknikleri kullanilarak bakterilerin metal baglama kapasitelerinin arttirilmasi biiyiik 6nem
kazanmigtir [17]. Yiiksek konsantrasyondaki agir metaller ile kirlenmis bolgelerde yasayan
mikroorganizmalar ¢esitli genetik mekanizmalar gelistirerek metallerin zararl etkilerine kars1 direng
gosterirler. Genellikle, kirli bolgelerde hayatta kalma yetenekleri olan suslar ortamdan izole edilerek,
biyoremediasyon uygulamasi i¢in kullanilirlar. Bu suslara ait genler izole edilerek plazmidlere aktarilir
ve bakteriye tek bir gen veya gen kiimesinin eksprese edilerek biyoremediasyon uygulamalarinda daha
direncli hale gelen suslar elde edilir [18]. Bakterilerin metal baglama kapasitelerini artirmak igin
polihistidin, polisistein ve metallotiyonein (MT) gibi metal baglayic1 proteinler veya peptitler asiri
eksprese edilerek bakterilerin metal baglama kapasiteleri artirilmaktadir [19]. Son zamanlarda
aragtirmacilar, metal biyogideriminde, yiiksek oranda sistein ve tiol (-SH) gruplarini icermesi nedeniyle
agir metalleri baglama afinitesi yiiksek proteinler olan metallothioneinlere (MT) odaklanmistir. Bu
konuda yapilmis olan ¢aligmalar gostermistir ki, MT genini ifade eden rekombinant E. col/i hiicrelerinin,
Cd, As ve Cu gibi metal biyoakiimiilasyonunu arttirdigi gérilmiistiir [20, 21, 22]. MT’ler bakterilerden
memelilere kadar ¢ok cesitli hiicrelerde bulunmaktadir [23]. Memelilerde MT’ler, molekiiler agirlik,
kodlanmis genler, amino asit i¢erigi ve metal baglama yetenegi bakimindan ¢esitlilik gésteren dort farkli
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izoformdan (MT1-MT4) olusmaktadir [24]. MT’lerin; ¢inko (Zn), kadmiyum (Cd) ve bakir (Cu) gibi
metallerin detoksifikasyonu, homeostazi ve serbest radikallerin temizlenmesi gibi ¢esitli biyolojik
islemlere katildiklar1 bilinmektedir [25]. MT1 ve MT2 neredeyse tiim dokularda bulunan izoform
proteinlerdir, MT3 ve MT4 ise sadece 6zellesmis hiicrelerde bulunan kiigiik izoformlardir [26]. MT2
olarak da bilinen yiiksek oranda eksprese edilen insan metallotiyoneini MT2A, metalotionein ailesinin
onemli bir alt tipidir [27]. Bu protein, cesitli hiicre islemlerine katilir ve metal iyonlar1 ile selatlar
olusturdugu, kapsamli reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizledigi ve antioksidan enzimleri aktive ettigi
bilinmektedir [28]. Ayrica, yiiksek agir metal baglama kabiliyetleri nedeniyle, hem MT’lerin hem de
MT’yi asir1 eksprese eden rekombinant bakterilerin, biyogiderim calismalarinda biyomateryal olarak
bliylik potansiyele sahip oldugu da ileri siiriilmiigtiir [28]. MT3 beyinde bulunur ve metal baglayici
Ozelliklere sahiptir [29]. Bu konuda yapilmis olan ¢aligmalarda, MT3’iin MT1 ve MT2’den daha yiiksek
metal baglama kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir [29].

Bu ¢alismada, insan metalloproteinlerden MT2 ve MT3’lin sulu ¢ozeltilerden As giderme
kapasitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla bu genler konake1 E. coli Jm109 susuna klonlanmis
ve elde edilen rekombinant suglarin As biyoremediasyonundaki etkinligi yabanil E. coli Jm109 susuyla
karsilagtirilmistir. Bunun i¢in hiicrelerin As biyobirikim kapasitesi ve morfolojik yapilarindaki degisim
belirlenmistir. Bdylece, As biyogideriminde hangi susun daha etkili oldugu ve As’nin hiicrelerle nasil
etkilestigi tespit edilmistir.

2. Materyal ve Metod
2.1. Plazmitler ve suslar

MT2 ve MT3 CDS gen fragmanlar1 ticari olarak Twist Bioscience firmasi tarafindan
sentezlenmistir. Bu fragmanlar ve pET21 plazmidi daha sonra ¢ift sindirilmis ve EcoRI ve Notl kisitlama
enzimleri kullanilarak baglanmigtir. Déniistiirmeden once, E. coli Jm109 ATCC 53323 bakteri hiicreleri,
CaCl, yontemi kullanilarak yetkin hale getirilmistir. Ardindan hiicreler, se¢im i¢in LB agar ve ampisilin,
mavi/beyaz tarama i¢in X-gal ve hiicre biiyiimesinin uyarilmasi i¢in IPTG iceren plakalara yayilmustir.
Ardindan, kit protokoliine gore Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kiti (Cat no: 27104) kullanilarak segilen
kolonilerden plazmitler izole edilmistir. Genlerin klonlandigin1 dogrulamak igin, izole edilmis
plazmitler i¢in dizileme kitapliklar1 hazirlanmis ve Miseq platformu kullanilarak dizilenmistir.

2.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK), bir mikroorganizmanin biiyiimesini inhibe eden
en az metal konsantrasyonudur [30]. MIK’i belirlemek i¢in suslar 10-1000 ppm aralifinda degisen
arsenik trioksit (As,Os3) konsantrasyonlarina sahip ortamda, calkalamali bir inkiibatérde 120 rpm
calkalama hizinda, 37 °C'de 96 saat boyunca inkiibe edildi. 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 ve 96 saatlik
inkiibasyonda suslarin besiyerlerinden 6rnekler alindiktan sonra, drneklerin biyokiitle yogunluklar bir
mikroplaka okuyucu (Thermo Flash 2000) ile 600 nm'de Olgiildii. Aym1 zamanda, Nutrient Agar
kullanilarak ii¢ kopya halinde canli hiicreler sayildi ve biyokiitle yogunluklari desteklendi. Bu sonuglara
dayanarak, Andrews (2001)'in yontemine gore MIK degerleri belirlendi [31].

2.3. Biyogiderim deneyleri

Biyogiderim deneylerinde, 0,01 ppm, 0,1 ppm ve 1 ppm As igeren soliisyonlar E. coli Jm109,
E. coli MT3 ve E. coli MT2 hiicrelerine uygulandi ve 24 saat inkiibe edildi. Bu suslarin kontrollerine As
uygulamasi yapilmadi. Besiyerinde kalan As miktarini belirlemek i¢in 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
besiyerindeki kiiltiirden 6rnekler alindi. Vorteksle homojenize edilen numunelerden 1 ml alinarak steril
bir tlipe aktarildi, 10000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi, gbzenek cap1 0.45 mikrometre olan bir

ADYU Miihendislik Bilimleri Dergisi 8 (2021) 244-252



247 A. A. Uckun, M. Uckun, S. Akkurt

filtreden siiziildii, siiziintiide kalan 6rnek 1/100 oraninda seyreltildi ve As miktar1 Adiyaman Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS; Perkin
Elmer & Nexion 350X) kullanilarak belirlendi. Hiicre i¢i birikimi belirlemek i¢in bir dnceki asamada
santrifiijden sonra ¢okmiis hiicrelere 1 ml 10 mM EDTA (Merck) soliisyonu ilave edildi. Coken
hiicrelerin tistiine 1M HNOs’den 1 ml ilave edildi, 2500 rpm'de 3 dakika vortekslendi ve 10000 rpm'de
10 dakika santrifiijlendi. Daha sonra siiziintiilerdeki As miktar1, 1/100 oraninda seyreltmeden sonra ICP-
MS'de ol¢iildii.

2.4. Taramal elektron mikroskobu (SEM) goriintii analizleri

Hiicrelerin morfolojik yapilarmin goriintiilenmesi i¢in hiicreler, As'li ve As'siz 50 ml LB
ortamina (50 ppm As) ekildi ve 24 saat boyunca 37°C'de 120 rpm'de inkiibe edildi. Ornekler daha sonra
5000 rpm'de 30 dakika siireyle santrifiijlendi. Siipernatan atildi, peletler {i¢ kez bir fosfat tamponu ile
yikandi (PBS, pH 7.2) ve daha sonra %2.5 glutaraldehite 4 °C'de 4 saat boyunca maruz birakilarak 6n
sabitleme yapildi. Ardindan hiicreler, PBS ile iki kez daha yikandi ve %1 osmiyum tetraoksite 1 saat
boyunca maruz birakilarak daha iyi sabitlendi. Sabitlenmis hiicreler, PBS tamponu ile iki kere daha
yikandiktan sonra sirastyla %15, %30, %60, %90 ve %100 konsantrasyonlarindaki asetonla muamele
edilerek sular1 uzaklastirildi. Son olarak, kritik olarak kurutulmus numuneler altin-platin (Quorum) ile
kapland1 ve SEM ve EDX (Zeiss & Evo LS 10, Almanya) analizleri yapildu.

3. Sonugclar ve Tartisma

MIK degerleri E. coli Jm109 igin 20 ppm, E. coli MT2 igin 48 ppm, E. coli MT3 igin 60 ppm
olarak belirlenmistir. Buradan, MT3 geninin bakterinin As’ye direncini 3 kat arttirdigi, MT2 geninin ise
2,4 kat arttirdig1 goriilmektedir. Literatiirde gesitli suslarin As MiK degerlerinin belirlenmesine dair
calismalar bulunmaktadir. Agrobacterium tumefaciens LBA288, Stenotrophomonas sp. LM24R ve
Pseudomonas sp. OS20R suslarinin As MIK degerlerinin sirastyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM oldugu
bulunmustur [32]. Bizim ¢alismamizda MT geni klonlanmus suslarin yabanil susa gére MIK degerlerinin
daha ytiksek bulunmasi, bu metalloproteinlerin As’yi selatlamig olabilecegine yorulabilir [13].

Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda (1 ppm, 0,1 ppm, 0,01 ppm) 24 saat boyunca As uygulanmasi
sonucu besiyerinde kalan ve hiicre ylizeyi ile hiicre iginde biriken toplam As biyogideriminin % oranlar
Sekil 1’de gosterilmistir. Besiyerinde kalan As miktarlar1 suglara gore kiyaslandiginda, en fazla E. coli
Jm109°da, daha sonra E. coli MT2’de ve en az E. coli MT3’de As kalintisinin oldugu gozlenmistir.
Hiicre yiizeyi + Hiicre i¢i toplam biyogiderim oranlar1 degerlendirildiginde, en fazla biyogiderimi E.
coli MT3 susunun yaptig1 tespit edilmistir. Uygulanan As konsantrasyonlarina gore biyogiderim oranlari
kargilastirildiginda ise en fazla biyogiderimin en diisiikk As uygulama dozu olan 0,01 ppm’de oldugu (F.
coli Jm109 i¢in %60; E. coli MT2 igin %67; E. coli MT3 igin %82) ve doz miktari arttik¢a biyogiderim
oraninin distiigii goriilmiistlir. 0,1 ppm konsantrasyonunda As uygulandiginda, E. coli Im109, E. coli
MT2 ve E. coli MT3 hiicrelerinde sirasiyla %25, %40, %50 oranlarinda; 1 ppm As uygulandiginda ise
%20, %24, %41 oranlarinda As giderildigi belirlenmistir. 0,01 ppm As uygulamasinda, E. coli MT3
susunun sirasiyla E. coli MT2 ve E. coli Jm109 suslarindan 1,22 kat ve 1,36 kat; 0,1 ppm As
uygulamasinda 1,25 kat ve 2 kat; 1 ppm As uygulamasinda ise 1,7 kat ve 2,05 kat daha fazla As bagladigi
tespit edilmistir. Bu sonuglardan goriilecegi lizere, rekombinant suglarin As biyogiderim kapasitesi
yabanil suga gore daha fazladir.

Bulgularimiza benzer olarak, insan MT1A geninin klonlandig1 E. coli rekombinant susunun
arsenit (As III) biyobirikim kapasitesinin, kontrole kiyasla 76,3 pg/g’dan 319,6 pg/g’a yiikseldigi, yani
3 kattan fazla arttig1 tespit edilmistir [15]. Bir bagka ¢alismada, yine insan MT1A geninin klonlandig:
E. coli hMT-1A susunun As biriktirme kapasitesinin kontrole gore arttig1 ve hiicre i¢inde 7,59 mg /g
oraninda As biriktirdigi tespit edilmistir. Ayrica MT geninin ii¢ kat fazla ifade edildigi rekombinant
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susun MT genini bir kez ifade eden susa gore besi ortamimdan 1,8 kat daha fazla As giderdigi de
bulunmustur [33]. Singh ve dig. [34]’nin Bacillus aryabhattai bakterisinin As tolerans mekanizmasini
arastirdiklar1 bir ¢alismada, 25 mg/L arsenat (As V)'a 48 saat maruz kaldiktan sonra As'nin hiicre i¢i
birikiminin arttigin1 gézlemlemislerdir ancak bu birikim bizim bulgularimizla kiyaslandiginda ¢ok
diisiik oranlarda (%10) kalmistir. Bu farkliligin nedenini, uygulanan As formunun, uygulama siiresinin
ve kullanilan susun farkli olmasina baglayabiliriz. Aguilar ve dig. [2] altin madenciligi alanindaki
topraktan izole ettikleri Bacillus cereus ve Lysinibacillus boronitolerans yabanil suslarinin kiltiir
ortamindan %69,38 - %71,88 oranlarinda arsenit ve %82,39 - %85,72 oranlarinda arsenat: kiiltiir
ortamindan uzaklastirdigin1 tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda %60-%82 oranlarinda tespit
ettigimiz biyogiderim oranlar1 bu ¢aligmanin araligina girmektedir ancak orada kullanilan tiirlerin As’ye
dogal direngli yabanil tiirler oldugunu gbéz oniinde bulundurulmalidir. As gideriminde rekombinant
bakterilerin kullanildig1 bir ¢alismada, arsenit oksidazin kiiciik ve biiyiik alt birimlerini kodlayan
TTHB128 ve TTHB127 genleri, Thermus thermophilus HB8’e klonlanmis, elde edilen rekombinant
bakteri ile 28 saat sonra arsenit igeren besiyerindeki arsenitin %87,6'sinin oksitlendigi tespit edilmistir
[35]. Agrobacterium tumefaciens ve Stenotrophomonas sp. yabanil suslarina plazmid pARSI1’in
klonlanmas1 sonucu elde edilen rekombinant suslalarin As (III)’e toleranslarinin énemli 6lgiide arttig:
tespit edilmistir (4. tumefaciens’in direnci 1 mM’dan 20 mM’a; Stenotrophomonas sp.’nin direnci 5
mM'dan 20 mM'a yiikselmistir) [32]. Literatiir aragtirmalarindan ve bizim sonug¢larimizdan goriilecegi
iizere, rekombinant suslarin As biyogiderim kapasitesi yabanil suslara gore daha fazladir. Giderim
oranlari, klonlanan genin tipine ve kullanilan bakteri tiirline gore degismektedir. Bizim bulugularimizda,
MT genleri arasinda bir kiyaslama yapilacak olursa, MT3 geninin MT2 geninden daha fazla As baglama
yetenegine sahip oldugu goriilmektedir.

As biyogiderim oranlar1 (%)
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Sekil 1. E. coli Jm109, E. coli MT2 ve E. coli MT3 suslariin As biyogiderim oranlar1 (%)
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BS: Besiyeri; Hiicre: Hiicre ylizeyi ve hiicre i¢inde biriken toplam As degerlerini ifade etmektedir.

Hiicrelerin SEM goriintiileri Sekil 2°de gosterilmistir. As uygulanmamis E. coli Jm109 hiicreleri
(Sekil 2a) kontrol olarak kabul edilmis, As uygulanmis diger hiicreler (Sekil 2b, 2c, 2d) bu kontrol
grubuyla karsilastirilarak degerlendirilmistir. Buna gore, kontrol grubu hiicrelerin yiizeyinin diizgiin, tek
tek ayrilmig ve oldukga piiriizsiiz oldugu goriilmiistiir. As uygulanmis £. coli Jm109 hiicrelerinin (Sekil
2b) iist iiste bindigi ve yiizeylerinin dagilmis sekilde oldugu goézlenmistir. As uygulanmig MT2
hiicrelerinin (Sekil 2¢) birbirine yapistigi, kontrol grubuna gore biraz uzadigi ve hafif siingerlesmis
gorliinimde oldugu, As uygulanmig MT3 hiicrelerinin ise ug¢ kisimlarmin kirildigi, bazi hiicrelerin
yassilastigi ve ezilmis durumda oldugu gozlenmistir.

Sekil 2. Hiicrelerin SEM goriintiisii a) Kontrol (As uygulanmamis) b) 1 ppm As uygulanmis E. coli
Jm109 ¢) 1 ppm As uygulanmis E. coli MT2 d) 1 ppm As uygulanmis E. coli MT3

Hiicrelerin EDS spektrumlart Sekil 3°de gosterilmistir. As uygulanmamis hiicrelerin EDS
spektrumunda As zirvesi gozlenmemekle birlikte (Sekil 3a), As uygulanmis hiicrelerin EDS
spektrumunda (Sekil 3b, 3c, 3d) goriilen As zirveleri, bu hiicrelerin ylizeyine As’nin absorplandigin
kanitlamistir. EDS piklerinin tablolarinda, hiicrelerin As baglama kapasitelerinin sirasiyla MT3, MT2
ve E. coli Im109 oldugu gorilmiistiir. Kawa ve dig. [36], As uyguladiklar1 Citrobacter sp. A99 susunun
SEM goriintiilerinde hiicrelerin sekillerinin kontrol grubuna gore ¢ok bozulmus oldugunu, EDS
piklerinin de yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Singh ve dig. [34], Bacillus aryabhattai’ye 48 saat
boyunca As(V) uygulamalart sonucu, As(V) uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerinin SEM
mikrograflarinda, piiriizsiiz yiizeyli, dairesel ve cubuk seklinde goriindiigiini, As(V) uygulanmig
hiicrelerin ise diizensiz, genislemis, piiriizlii ve burusuk goriiniimler gosterdigini ve bu hiicrelerin
ortalama capinin, kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda belirgin sekilde daha kiigiik oldugunu
belirtmiglerdir. Drewniak ve dig. [32] As’nin Stenotrophomonas sp. bakterisinin hiicre biitiinligii
iizerindeki etkisini ve As-sorpsiyon kapasitesini belirlemek i¢in yaptiklar1 SEM/EDS analizlerinde, As
uygulanmamis bakteri hiicrelerinin nanotel benzeri yapilarla birbirine bagh ¢ubuk sekilli oldugunu, As
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uygulanmis hiicrelerin ise ¢ubuk seklinin dagildigini, hiicrelerin birbirinden uzaklastigini ve nanotel
benzeri yapinin daha uzun oldugunu goézlemlemislerdir. EDS piklerinin de As varligini dogruladigimi
belirtmislerdir. Literatiir aragtirmalarindan da goriilecegi iizere, As’yi absorbe etmis bakteri hiicrelerinin
morfolojisi kontrol hiicrelerine gore daha bozuk sekillidir ve As pikleri de bulunmaktadir.
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Sekil 3. Hiicrelerin EDS analizi a) Kontrol (As uygulanmamis) b) 1 ppm As uygulanmis E. coli JIm109
¢) 1 ppm As uygulanmis E. coli MT2 d) 1 ppm As uygulanmis E. coli MT3

4. Sonuc¢

Caligmanin sonuglarindan E. coli Jm109, E. coli MT2 ve E. coli MT3 suglarinin {igiiniin de As
uzaklagtirma kapasitesine sahip oldugu ve en yiiksek kapasiteye sahip susun E. coli MT3 oldugu
belirlenmistir. Hiicrelerin As kalintis1 sonuglar1 ve mikroskobik goriintiileri, genetigi degistirilmis
suslarm yiiksek As birikimi nedeniyle, gelecekte As uzaklagtirma ve geri kazanimi i¢in uygulama
potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢aligsmanin bulgularina dayanarak, 6zellikle E. coli MT3

susu veya MT3 proteininin sulardan As’nin biyolojik olarak uzaklastirllmasinda bir ara¢ olarak
kullanilabilecegi sonucuna varabiliriz.
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