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PAH    Polisiklik Aromatik Hidrokarbon 

PCR   Polymerase Chain Reaction  

SDS   Sodyum Dodesil Sülfat 

TSA   Tryptic Soy Agar 

TSB   Tryptic Soy Broth 
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PETROL VE TÜREVLERĠ ĠLE KĠRLENMĠġ TOPRAKLARDAN 

AROMATĠK HĠDROKARBONLARI VE PETROLÜ 

PARÇALAYABĠLEN BAKTERĠLERĠN ĠZOLASYONU VE BAZI 

ÖZELLĠKLERĠNĠN BELĠRLENMESĠ  

 

Ferhat KANTAR 

 

KırĢehir Ahi Evran Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Hatice ÖĞÜTCÜ 

 

Bu çalıĢmada kullanılan toprak örnekleri, Mersin ilindeki Kazanlı ve Karaduvar 

rafineri bölgesinden petrol ve petrol türevlerini içeren alanlardan (doldur, boĢalt ve 

depolama alanları) alınmıĢtır. Toprak örneklerinden toplam36 bakteri izole edilmiĢtir. 

Ġzolatlar morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin yanı sıra MALDI-TOF MS 

yöntemiyle tanımlanmıĢtır. MALDI-TOF MS analizi sonuçlarına göre izolatların; 

Staphylococcus hominis, Bacillus mojavensis, Bacillus horikoshii, Malikia spinosa, 

Agromyces brachium, Stenotrophomonas maltophila, Enterobacter cloacae, Bacillus 

licheniformis, Stenotrophomonas maltophila, Ochrobactrum tritici, Citrobacter 

amalonaticus, Enterobacter cloacae, Streptomyces badius, Pseudomonas aeroginosa, 

Cupriavidus necator, Bacillus subtilis, Staphylococcus capitis, Rhizobium radiobacter, 

Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Acinetobacter baumanni, Streptomyces lavendulae, 

Esherichia coli, Staphylococcus aureus türlerine ait olduğu belirlenmiĢtir. 
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Ġzolatların antibiyotik dirençlilikleri ve toplam antibiyotik direnç yüzdesi 10 farklı ticari 

antibiyotik kullanılarak belirlenmiĢtir. Toplam antibiyotik direnç yüzdesinin en yüksek 

%63.8 ileNitrofurantoin‟e, en düĢük % 0 Imipenem`e ait olduğu tespit edilmiĢtir. Yine 

izolatların ağır metal dirençlilikleri; CoCl2.6H2O, ZnSO4.7H2O, MnCl2.2H2O ve HgCl2 

ağır metallerinin 5 mM, 10 mM, 15 mM ve 20mM`lık konsantrasyonları kullanılarak 

belirlenmiĢ ve en yüksek ağır metal dirençliliği hem 5 mM hemde 20 mM`lık mangan 

konsantrasyonlarında gözlenmiĢtir. 

Ayrıca izolatların biyosürfektan üretme yeteneklerinin belirlenmesi amacıyla „‟Drop 

Collapse‟‟metodu kullanılmıĢ ve 7 izolatın biyosürfektan sentezleme yeteneğine sahip 

olduğu tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢma sonucunda; petrol ve petrol türevlerini içeren alanlardan poliaromatik 

hidrokarbonları parçalayabilen, ağır metal ile antibiyotiklere karĢı direnç gösteren ve 

biyosürfektan üretme yeteneği olan farklı bakteri türleri elde edilmiĢtir. Bu özeliklere sahip 

türlerin biyoremediasyon çalıĢmalarında kullanılmasının ekosistemin dengesinin 

düzenlenmesine katkı sağlayacağı düĢünülmektedir. 

Temmuz 2019, Sayfa 124 

Anahtar Kelimeler: Petrol ve Petrol türevi, Biyosürfektan, Biyoremediasyon, Antibiyotik 

Dirençlilik, Ağır Metal Dirençlilik, 
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Ferhat KANTAR 
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Department of Biology 

 

Advisor: Prof. Dr. Hatice ÖĞÜTCÜ 

 

In this study, soil samples were taken from areas containing petroleum and 

petroleum derivatives (fill, discharge and storage areas) from Kazanlı and Karaduvar 

refinery region in Mersin province. A total of 36 bacteria were isolated from soil samples. 

The isolates were identified by MALDI-TOF MS method as well as morphological, 

physiological and biochemical tests. According to the results of MALDI-TOF MS analysis; 

Staphylococcus hominis, Bacillus mojavensis, Bacillus horikoshii, Malikia spinosa, 

Agromyces brachium, Stenotrophomonas maltophila, Enterobacter cloacae, Bacillus 

licheniformis, Stenotrophomonas maltophila, Ochrobactrum tritici, Citrobacter 

amalonaticus, Enterobacter cloacae, Streptomyces badius, Pseudomonas aeroginosa, 

Cupriavidus necator, Bacillus subtilis, Staphylococcus capitis, Rhizobium radiobacter, 

Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Acinetobacter baumanni, Streptomyces lavendulae, 

Esherichia coli, Staphylococcus aureus species. 

Antibiotic resistance and total antibiotic resistance percentage of the isolates were 

determined using 10 different commercial antibiotics. The highest antibiotic resistance 

percentage was found to be Nitrofurantoin with 63.8% and Imipenem with 0%. Again, the 

heavy metal resistance of the isolates; CoCl2.6H2O, ZnSO4.7H2O, MnCl2.2H2O and 
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HgCl2 heavy metals were determined using 5 mM, 10 mM, 15 mM and 20 mM 

concentrations, and the highest heavy metal resistance was observed at both 5 mM and 20 

mM manganese concentrations. 

In addition, ‟Drop Collapse‟‟ method was used to determine the ability of isolates 

to produce biosurfactants and it was found that 7 isolates were capable of synthesizing 

biosurfactants. 

In the results of working; different bacteria species capable of degrading 

polyaromatic hydrocarbons, resistant to heavy metals and antibiotics and capable of 

producing biosurfactants were obtained from areas containing petroleum and petroleum 

derivatives. It is thought that the use of species with bioremediation studies will contribute 

to the regulation of the ecosystem balance. 

July 2019, Page 124 

 

Key Words:  Oil and Oil Derivative, Biosurfactant, Bioremediation, Antibiotic Resistance, 

Heavy Metal Resistance, 
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1. GĠRĠġ 

Dünyadaki insan popülasyonunun artması ve sanayi devrimi sonunda petrol ve petrol 

türevi atıklarında oldukça fazla miktarda artıĢlar gözlenmiĢtir. Büyüyen sanayi ve endüstri 

çalıĢmaları teknolojinin geliĢmesiyle daha fazla enerji gereksinimini doğurmuĢtur. Bu artan 

enerji talebi petrol ve petrol ürünlerinin kullanımını arttırarak, petrolün çıkarılmasını, 

iĢlenmesini ve nakliyesini gündeme getirmiĢtir. Bu nakliyeler sırasında ortaya çıkan 

kazalar, sızıntılar, dikkatsizlikler ise büyük bir çevre sorunu haline gelmiĢtir.    

Petrol ve petrol türevi içeren hammaddelerin yapıları incelendiğinde poliaromatik 

hidrokarbon olarak bilinen bileĢenlerden oluĢtuğu görülmektedir. Bunlar yapılarında C ve 

H atomu içeren organik yapıdaki kararlı bileĢikler olup iki ya da daha fazla benzen 

halkasına sahip hidrofobik karakterli organik bileĢikler olup (Zhang ve diğ., 2006; Wcisło, 

1998; Wang ve diğ., 2010) içerdiği benzen halkasından dolayıçevre için kirlilik tehditi 

oluĢturmakta ve benzen halkasının sayısı bu tehditin oranını da artırmaktadır. 

Yukarıda bahsedilen tehlikeye rağmen petrol ve petrol türevlerinden kaynaklanan kirliliğin 

giderilmesi konusunda kapsamlı çalıĢma ve bilgisel birikim yeterli değildir. Bu çoklu 

kirliliğin giderilmesi konusunda bazı araĢtırmaların yapılması ve uygun yöntemlerin 

geliĢtirilmesi günümüzde ihtiyaç haline gelmektedir. 

Özellikle taĢıma esnasındaki tanker kazalarının ve boru sızıntılarının gerçekleĢtiği 

alanlarda petrol ve petrol ürünlerini içeren zor parçalanan kompleksyapılı bileĢikler ve ağır 

metaller toprakların fiziksel, kimyasal ve biyolojik özellikler açısından bozulmasına neden 

olmaktadır (Eraydın-Erdoğan, 2010). 

PAH‟lar canlıların bir kısmında toksik etki yaparken bazı canlıların besin maddesini 

oluĢturmaktadır. Özellikle mikroorganizmalar bu kirletici ajanları karbon kaynağı olarak 

kullanmakta ve metabolik faaliyeti için gerekli olan enerjiyide bunlardan elde etmektedir. 

Son yıllarda biyolojik iyileĢtirme çalıĢmalarında kullanılmaları oldukça önemkazanmıĢ 

olup özellikle PAH‟ları en iyi oranda parçalama özelliğine sahip yeni mikroorganizmaları 

araĢtırmaya yönelik çalıĢmalara dayoğunluk verilmiĢtir. Özellikle de doğal ortamlarından 

izole edilen mikroorganizmaların biyoremediasyon çalıĢmalarında kullanılması oldukça 

önemli hale gelmiĢtir.  
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Toprakta kirletici ajanların birikmesi o habitattaki canlıların faaliyetlerini etkilemekle 

birlikte besin zinciri yoluyla diğer canlıların ve dahası insanların sağlığını da tehdit eder 

hale gelmektedir. Biyoremediasyon yöntemi sayesinde PAH‟ larda dahil olmak üzere 

özellikle tehlikeli atıkların temizlenmesi sağlanmaktadır. 

Bu çalıĢmada; Mersin Ġli Kazanlı Bölgesi Karaduvar-Kazanlı mevkii rafineri depolama 

alanı ile doldur-boĢalt istasyonu ve çevresinden poliaromatik hidrokarbonları 

parçalayabilme özelliğine sahip doğal bakteri türlerinin izolasyonu, tanımlanması, 

antibiyotik ile ağır metal dirençliliklerinin belirlenmesi ve biyosürfektan üretme 

yeteneklerinin tespit edilmesi amaçlanmıĢtır. Bu çerçevede izolatların biyoremediasyon 

çalıĢmalarına dolayısıyla sürdürülebilir çevre çalıĢmalarına da ıĢık tutacağı 

düĢünülmektedir. 

1.1. Petrol ve Petrol Türevleri  

Konut, ulaĢtırma, sanayi, endüstri, enerji ve tarımsal faaliyetlerde oldukça fazla kullanılan 

petrol kelimesi Yunanca`da taĢ anlamına gelen “petra” ile yağ anlamına gelen“oleum” 

terimlerinden meydana gelmiĢtir. Petrolün yapısı incelendiğinde;%85 karbon, %12 

hidrojen, %3 oksijen, azot ve sülfür içeren organik birhidrokarbondan oluĢtuğu 

bilinmektedir. Petrol sıvı formda, genellikle koyu yeĢil renkli, siyah veya kahverengi olup 

yanıcı özelliğe sahiptir. Ayrıca suda çözünmeyen ve yapıĢkan bir özellik gösterir. Petrolün 

farklı tipleri, içerisinde barındırdığı hidrokarbonların kimyasal yapılarının farklı 

olmasından kaynaklanmaktadır (Önertürk,1983; Faschchuk, 1991; Yalçın, 2008; Karaman, 

2017 ). 

Birçok kimyasal ürünün (boya, plastik, ve kozmetik) hammaddesi olan petrol ve petrol 

türevleri endüstride ve günlük hayatta yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır.  

Ham petrolün iĢlenmesi sonucunda elde edilen ürünlerden olan normal benzin, uçak yakıtı, 

fuel oil, süper benzin, kurĢunsuz benzin, motorin, sıvılaĢtırılmıĢ petrol gazı (LPG), nafta, 

solvent, gazyağı, asfalt, kalorifer yakıtı, madeni yağ günlük hayatta kullandığımız 

ihtiyaçlar olarak karĢımıza çıkmaktadır. Mazot, ham petrolün ilk damıtılması sonucu elde 

edilmiĢ günümüz koĢullarında kullanımından ötürü önemli bir yakıttır bazı durumlarda taĢ 

kömürü yerine de kullanılabilmektedir. Amonyak, metanol, etonol, propilen, benzen, gibi 

temel petrokimya ürünlerinin dıĢında 4000`in üzerinde petrokimya ürünü bulunmaktadır 

(Acun, 1949; Sevil, 2003; Yalçın, 2008). 
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Petrol ve petrol türevlerinin yapısında Poliaromatik hidrokarbon (PAH) olarak adlandırılan 

karmaĢık yapılı hidrokarbonlar bulunmaktadır. Environmental Protection Agengy- Çevre 

Koruma KuruluĢu (EPA) tarafından PAH`ların 16 tanesinin birincil seviyede kirletici ajan 

olduğu bildirilmiĢtir.  

Poliaromatik hidrokarbonlar çevre kirliliğini oluĢturmaları yönünden dünya gündeminde 

öncelikli hale gelen bileĢikler olup petrol türevlerinin salınımları sonucu bulaĢmaktadır. 

Petrol rafineri atıkları, petrol tankerlerinin kazaları, petrol taĢıyan gemikazaları, petrol 

dolum boĢaltım istasyonlarındaki sızıntılarve fosil yakıtların tamamının yanmadan 

atılmaları gibi sebeplerden dolayı ekosistemde petrol kirliliği oluĢmaktadır. Bunlar sucul 

ve karasal ekosistemlerde uzun sürede yok olmayan çevresel bileĢikleri oluĢturmaktadır 

(Yalçın, 2008). 

1.2. Hidrokarbonlar 

Yapısında yalnızca hidrojen ve karbon atomu bulunduran bileĢikler hidrokarbon olarak 

adlandırılır, aromatik ve alifatikhidrokarbonlar olmak üzere iki grupta incelenir. 

Aromatik hidrokarbonlar; yapılarında bir veya daha fazla benzen halkası bulunduran 

bileĢiklerdir. Benzen halkası karbon atomları arasında sırasıyla bir tekli ve bir çift bağ 

bulunduran en basit aromatik bir hidrokarbondur. Aromatik hidrokarbonlar ise monosiklik 

aromatik hidrokarbonlar (MAH) ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) olmak üzere 

iki gruptan oluĢmaktadır. 

Alifatik hidrokarbonlar; yapısal olarak dallanmıĢ yada düz zincirli, bağ sayısına göre ise 

doymamıĢ yada doymuĢolarak sınıflandırılmaktadır. DoymuĢ hidrokarbonların karbon 

atomları aralarında tekli hidrojen bağı mevcut iken doymamıĢ hidrokarbonların karbon 

atomları arasında ise ikili veya üçlü hidrojen bağı bulunmaktadır. Alifatik hidrokarbonlar 

alkanlar, alkenler ve alkinler diye üç gruba ayrılır. 

1.2.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH) 

Petrol döküntüleri, fosil yakıtların tamamen yanmadan atılması, bunların kullanımı 

sırasındaki ihmal ve hatalardan kaynaklanan bulaĢmalar, karasal ve sucul ekosistemlerde 

uzun süre kalan PAH‟lar çeĢitli çevrelere taĢınarak ve birikerek  ekolojik dengede tahribata 

neden olmakta olup bu sorunların hepsine tüm dünyada çözüm aranmaktadır (Karakaya, 

2003; Yunker ve Macdonald, 2003; Martinez ve diğ., 2004; Köseler, 2008). 
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Genel olarak polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), poliaromatik hidrokarbonlar 

olarak da bilinmektedir. Bunlar iki yada daha çok benzen halkasından oluĢmuĢ hidrobobik 

ve hidrofilik özellikler gösteren organik bileĢiklerdir (Wcislo, 1998 ; Zhang ve diğ., 2006; 

Wang ve diğ., 2010; Alver ve diğ., 2012; Saygılı, 2012; Kılıç, 2015). 

PAH‟lar lipofilik yapıda olmaları nedeniyle yağda çözünme oranları yüksek olup bunun 

aksine hidrofobik yapılarından dolayı sudaki çözünürlük oranları oldukça düĢüktür. Bu 

özellikleri sebebi ile toprakta, sedimentlerde ve yağ içeren maddelerde hava ve suya oranla 

daha fazla bulunmaktadır (Saygılı, 2012). 

Poliaromatik hidrokarbonlar geniĢ bir organik bileĢik grubu oluĢtururlar. Dörtten az benzen 

halkası bulunduranlar hafif PAH, yapısında dört veya dörtten daha fazla benzen halkası 

bulunduranlar ağır PAH olarak gruplandırılırlar (Danyi ve diğ.,2009;Alver ve diğ., 2012; 

Kılıç, 2015). 

Hafif PAH`lara nazaranağır PAH`ların sudaki çözünürlükleri ve buhar basınçları daha 

düĢüktür. Yapısında bulunan benzen halkalarının sayısı arttıkça çözünürlük oranları ve 

buhar basıncı azalmakta olup toksik ve kanserojenik özellikleri de artıĢ göstermektedir 

(Wenzl ve diğ., 2006 ; Ferrarese ve diğ., 2008; Alver ve diğ., 2012; Kılıç, 2015). 

Aynı zamanda poliaromatik hidrokarbonlar çevre kirliliği açısından oldukça önemli bir 

sınıfı oluĢturmalarının yanısıra kanserojen, mutajen ve hücreler için toksik bir etki 

göstermektedirler (Kabadayı, 2003; Kalkan, 2012). 

1775`de Londra`da bulunan St. Bartholomew`s Hospital`da cerrah olarak çalıĢan Percivall 

Pott baca temizlik iĢçilerinin derilerine bulaĢan baca isinden kaynaklanan PAH‟ların testis 

kanserine neden olduğu sonucuna ulaĢmıĢ olup, onun bu gözlemi kanserin çevresel 

faktörlerle oluĢtuğunun ilk kanıtı olarak kabul edilmiĢtir.Bundan yaklaĢık 100 yıl sonra ise 

Almanya ve Ġskoçya`da parafin endüstrisinde çalıĢan iĢçilerde testis derisi kanseri 

Volkmann ve Bell tarafından tespit edilerek Pott`un bildirdiği sonuçlar doğrulanmıĢtır 

(Luch ve Baird, 2005).Ġlaveten kobaylarve insanlarla yapılan çalıĢmalarda benzo(a)pyrene 

içeren zengin PAH kaynağı olarak; özellikle yağ, katran, is ve duman gibi kimyasal 

maddeler bildirilmiĢtir (Douben, 2003; Alver ve diğ., 2012). 

Uluslararası Temel ve Uygulamalı Kimya Birliği (IUPAC- International Union of Pure and 

Applied Chemistry) `ne göre en basit yapılı PAH`lar olarak üç aromatik halkaya sahip 

phenanthrene ve anthracene bildirilmiĢtir. Benzen gibi daha küçük yapıdaki moleküller 
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poliaromatik hidrokarbon sınıfında yer almamaktadır. EPA tarafından16 adet PAH hem 

çevresel kirlilik hemde insan sağlığı açısından büyük önem taĢıyan grup olarak 

belirlenmiĢtir (Saygılı, 2012). 

Çevre Koruma Ajansı (EPA) tarafından temel kirletici olarak bildirilen 16 poliaromatik 

hidrokarbon; Naphthalene, Acenaphthene, Acenaphthylene, Fluorene, Phenanthrene, 

Anthracene, Fluoranthene, Pyrene, Chrysene, Benzo(a)anthracene, Benzo(b)fluoranthene, 

Benzo(k)fluoranthene, Benzo(a)pyrene, Indeno(1,2,3-c,d)pyrene, Benzo(g,h,i)perylene ve 

Dibenzo(a,h)anthracene`dir.  Bu kirleticileri içeren atıklar canlı ekosistemine oldukça 

zararlıdır (Garcia, 1999). Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ve EPA`nın öncelikle bildirdiği 16 

PAH türüne ait molekül Ģekilleri, yapısal formları, fiziksel ve kimyasal özellikleri Tablo 

1.1. ve Tablo1.2.`deözetlenmiĢtir (KarakaĢ ve Pekey, 2005; Kılıç, 2015). 
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Tablo 1.1. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ve Çevre Koruma Ajansı (EPA) Tarafından 

Öncelikli Kirleticiler Listesinde Yer Alan 16 Poliaromatik Hidrokarbon BileĢenleri ( Kılıç, 

2015) 

 

PAH 

 

Molekül Formülü 

 

Halka Sayısı 

 

Yapısı 

 

Naphthalene 

(NaP) 

 

C10H8 

 

2 

 

 

 

Acenaphthalene 

(Ace) 

 

C12H8 

 

3 

 

 

 

Acenaphthene 

(Act) 

 

C12H10 

 

3 

 

 
 

Fluorene 

(Fln) 

 

C13H10 

 

3 

 

 
 

Phenanthrene 

(Phe) 

 

C14H10 

 

3 

 

 
 

Anthracene 

(Ant) 

 

C14H10 

 

3 

 

 

Fluoranthene 

(FI) 

 

C14H10 

 

4 

 

 

Pyrene 

(Pyr) 

 

C16H10 

 

4 

 

 

Chrysene 

(Chr) 

 

C18H12 

 

5 
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Tablo 1.2. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ve Çevre Koruma Ajansı (EPA) Tarafından 

Öncelikli Kirleticiler Listesinde Yer Alan 16 Poliaromatik Hidrokarbon BileĢenleri (Kılıç, 

2015)  (Devamı) 

 

PAH 

 

Molekül 

Formülü 

 

Halka Sayısı 

 

Yapısı 

 

Benzo(a)anthracene 

(BaA) 

 

C16H10 

 

4 

 

 

Benzo(b)fluoranthene 

(BbF) 

 

C18H12 

 

5 

 

 

Benzo(k)fluoranthene 

(BkF) 

 

C20H12 

 

5 

 

 

Benzo(a)pyrene 

(BaP) 

 

C20H12 

 

5 

 

Indeno(1,2,3-

c,d)pyrene 

(InP) 

 

C22H12 

 

6 

 

 

Dibenzo(a,h)anthracene 

(DahA) 

 

C22H14 

 

 

5 

 

 

Benzo(g,h,i)perylene 

(BghiP) 

 

 

C22H12 

 

 

6 
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1.2.2. Poliaromatik Hidrokarbonların (PAH) Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

Saf bileĢik formundaki PAH‟lar; renksiz, beyaz, açık sarı-yeĢil renkli, katı yapıda ve hafif 

bir hoĢ koku içermektedirler. AraĢtırma amacıyla üretilenler dıĢında bu bileĢiklerin 

çoğunluğu kullanılmamaktadır. Ancak birkaç tanesi sağlık sektöründe, pestisit, boya yada 

plastik sanayinde kullanılmaktadır (ATSDR, 1995; Douben, 2003). PAH‟lar kükürt dioksit 

ve sülfürik asit ile reaksiyona girdiğinde sülfürik ve sülfonik asit formlarını, azot oksit ve 

nitrik asit ile reaksiyona girerek de nitro türevlerini oluĢturmaktadırlar (WHO, 1998; 

Marce ve Borrull, 2000). Bunun yanı sıra ozon ve hidroksil radikalleri ile de reaksiyona 

girerler (Douben, 2003; Alver ve diğ., 2012). 

PAH`ların sudaki çözünürlükleri, CAS kodları, bileĢik formülleri, molekül ağırlıkları, 

renkleri, erime noktaları, buharlaĢma noktaları, yoğunlukları, Henry sabiti, buhar 

basınçları, LogKow ve LogKoc3 değerleri Tablo 1. 3.`de verilmektedir. Tabloda yer alan 

CAS numarası, bilinen tüm kimyasal bileĢikleri tanımlamak için Amerikan Kimya 

Derneği`nin (American Chemical Society) bir alt bölümünde yer alan “Chemical Abstracts 

Service” (CAS), tarafından verilmiĢtir. BileĢiğin sudan lipide geçiĢ potansiyelini LogKow 

göstermektedir. BileĢiğin toprakta yer alan organik karbon üzerine adsorblanma 

potansiyelini ise LogKoc3 göstermektedir. Denge durumundaki bir bileĢiğin suda ve havada 

bulunan deriĢimlerini açıklayan ve bu kimyasalın uçuculuk potansiyeli hakkında bilgi 

veren değere ise Henry Sabiti denilmektedir (Alver ve diğ., 2012).
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Tablo 1.3. Poliaromatik Hidrokarbonların Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri (Esen, 2006) 
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1.2.3.  Polisiklik Aromatik Hidrokarbonların (PAH) Kaynakları 

PAH`lar kaynaklarına göre; doğal kaynaklı ve antropojenik kaynaklı olarak iki gruba 

ayrılır. Doğal kaynaklı olanlar; volkanik patlamalar, orman ve çayırların yanması gibi 

doğal olaylar sonucu oluĢurken; antropojenik kaynaklı olanları endüstriyel kaynaklar, 

motorlu taĢıtlar ve sigara kullanımı oluĢturmaktadır. Endüstriyel kaynakları ise; petrol 

rafinerileri, çöp yakma üniteleri, çimento fabrikaları, kok ve asfalt üretim tesisleri, 

alimünyum ve demir çelik fabrikaları oluĢturmaktadır. Ayrıca ısınma ve enerji elde etme 

amacıyla kullanılan kömür ve odun gibi katı ve fosil yakıtlar da PAH oluĢumundan 

sorumludur (Kalkan, 2012). 

PAH‟ların ekosistemlere taĢınması genel olarak atmosfer aracılığıyla olmaktadır. Gaz ve 

aeresol fazda olan PAH‟lar uzak mesafelere taĢınabilmeleri ve bozunmaya karĢı direnç 

göstermelerinden dolayı kentsel ve endüstriyel alanlarda geniĢ kaynaklara sahip olmalarına 

rağmen kırsal ve uzak alanlarda yüksek deriĢimlerde bulunurlar. Aynı zamanda PAH`lar 

kentsel ve endüstriyel alanlardan atmosfer aracılığıyla kıyılara ve karasal yüzey sularına da 

taĢınmaktadır (Manoli ve Samara, 1999; Kalkan, 2012). 

1.2.4. Çevre Üzerinde PAH`larınEtkileri 

PAH`ların sudaki çözünürlükleri düĢük olup küçük partiküller veya gaz formunda 

olduklarından uzak mesafelere kolaylıkla taĢınabilirler. Bunun sonucunda atmosferden 

kuru ve yaĢ çökelme olayları aracılığıyla toprağa, bitkilerin üzerine ve su kütlelerine 

düĢmektedirler. PAH bileĢikleri atmosfere salınmalarından sonra buradaki partikül 

formunda olan maddeler ile birleĢirler. Ayrıca hava Ģartları, partiküllerin çapları ve 

atmosferdeki maddelerle olan etkileĢimi bunların değiĢik yerlere taĢınma süresini 

etkilemektedir. Yine bunların atmosferde bulunan küçük partiküllere tutunması sonucunda 

atmosferde yer alan ozon ve diğer oksidanlar tarafından fotodegredasyon süresi daha 

büyük bir partiküllere tutunan PAH bileĢiğiyle kıyaslandığında uzun sürede 

gerçekleĢmektedir. Örnek verecek olursak PAH bileĢiğinin tutunduğu partikülün çapı 1 

μm‟den düĢük olduğunda fotodegredasyon süresi birkaç gün ile altı hafta arasında olur 

iken daha büyük bir partikül de ise süreç birkaç güne kadar düĢebilmektedir (Köseler, 

2008; Kalkan, 2012). 

Yüzey sularında yer alan PAH‟ların çoğunluğu katı parçacıklara tutunup nehir yada 

göllerin dip kısmında çökelti oluĢtururkenbir kısmı atmosfere buharlaĢmaktadır. Ayrıca 
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toprakta yer alan PAH`ların bir kısmı atmosfere buharlaĢırken bir kısmı ise yeraltı sularına 

karıĢır ve oradan akifere ulaĢırlar. Su ve kara ekosistemlerinde yaĢamını sürdüren bitki ve 

hayvanların üzerinde yer alan PAH deriĢimlerinin, toprak ve suda bulunan deriĢimlerinden 

çok fazla olduğu bildirilmektedir. Ayrıca poliaromatik hidrokarbonların yapısı güneĢ ıĢığı 

ve atmosferde bulunan kimyasallar aracılığıyla bozulabilir (ATSDR, 1995; Kalkan, 2012). 

 

ġekil 1.1. PAH`ların çevredeki dağılımları (Kalkan, 2012) 

Lehndorff ve Schwark (2004) Almanya`nın Cologne Bölgesi`nde yaptıkları bir çalıĢmada; 

yerleĢim bölgesi, havaalanı, park ve Ģehir kenarı gibi 43 farklı yerden çam yapraklarından 

örnekler alarak analiz yapmıĢlardır. Çam yaprakları üzerindeki PAH deriĢimlerini 51-410 

ng/g arasında değiĢtiğini, phenanthrene, fluoranthene ve pyrene`in ise baskın PAH 

bileĢikleri olduğunu bildirmiĢlerdir. 
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AraĢtırıcılar PAH‟ların hayvanlar üzerinde dekarsinojenik ve mutajenik etkilerinin yanısıra 

toksik ertkilerinin de olduğunu çeĢitli çalıĢmalarda bildirilmiĢtir (Castellano ve diğ., 2003; 

Kalkan, 2012).  

Aynı zamanda atmosferden sucul ekosisteme geçiĢ yapan PAH`ların özellikle deniz 

ekosisteminde yaĢamını sürdüren kabuklular vebalıklarınbünyesinde birikmesi sonucunda 

besin zinciri yoluyla insanlara da ulaĢtığı belirlenmiĢtir (Golomb ve diğ., 1997; Kalkan, 

2012). 

1.3.  Sürfektanlar 

Sürfektan kelimesinin anlamı "yüzeyi saran" olarak ifade edilmektedir. Sürfektanlar 

hidrofilik ve hidrofobik gruplara sahip olmalarından dolayı yüzey gerilimini azaltan veya 

iki farklı fazda olan yüzeyler arasında etkilerini göstererek yüzeyler arası gerilimi düĢüren 

maddelerdir (Desai ve Banat, 1997; Nitschke, 2004; Yılmaz, 2008). 

Sürfektanlar; birisi doğal olarak diğeri ise yapay olmak üzere iki türlü elde edilmektedir. 

Doğal olan biyorsürfektanlarınüretimi mikroorganizmalar sayesinde gerçekleĢmektedir. 

Suda çözünmeyen substratlarda mikroorganizmaların geliĢmelerine bakıldığında genellikle 

aerob Ģartlarda sürfektan oluĢturdukları görülmüĢtür (Uysal ve Türkman, 2004).Yapay 

olarak üretilen sürfektanlar; bitkisel ve hayvansal yağların, yağ asitlerinin, petrol 

türevlerinin ve alkollerin bir dizi kimyasal süreçten geçmesi sonucunda üretilirler. Doğal 

özelliklede mikroorganizmalar tarafından üretilen sürfektanlar günümüzde önem 

kazanarak sentetik sürfektanların yerine geçmektedir (Singh ve diğ., 2006; Yılmaz, 2008). 

1.3.1. Biyosürfektanlar 

Ġlk defa Gorin ve arkadaĢları tarafından 1961 yılında Torulopsis magnoliae türününhücre 

dıĢına sentezlediği glikolipidlerin belirlenmesi ile bulunmuĢtur (Gorin, ve diğ., 1961; 

Çelikdemir, 2012). Daha sonra ise bu çalıĢmadaki mikroorganizmanın yanlıĢ olduğu 

belirlenerek aslında bu türün Torulopsis apicola olduğu belirtilerek güncellenmiĢtir 

(Tulloch ve Spencer,1968; Çelikdemir, 2012). 

Genel olarak baktığımızda; mikroorganizmalar tarafından sentezlenen, emülsifikasyon 

yetisine sahip, güçlü bir Ģekilde yüzey aktivasyonu sergileyebilen bileĢenlere biyosürfektan 

ismi verilmektedir (Banat ve diğ., 2000; Çelikdemir, 2012).Mikroorganizmalar;yağları, 

karbonhidratları ve hidrokarbonları karbon kaynağı olarak kullanıp oksijenli solunum 
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sayesinde biyosürfektanların sentezlenmesini gerçekleĢmektedir (Uysal ve Türkman, 2004; 

Yılmaz, 2008). 

Biyosürfektanların yapay sürfektanlardan avantajlı olduğu durumlar aĢağıda sıralanmıĢtır; 

 Biyolojik yollarla parçalanabilme özelliğindedirler. 

 Çoğunlukla düĢük toksik etki göstermektedirler. 

 Canlı dokularda zararlı etkiye sahip olmadıklarından kozmetik, gıda ve ilaç 

üretiminde katkı maddesi amacı ile kullanabilmektedirler. 

 Üretimleri amacıyla mikroorganizmalara hammaddeler (karbonhidratlar, yağlar, 

hidrokarbonlar veya bileĢimleri) substrat olarak direkt verilebilmektedir. Bundan 

dolayı da üretimlerinin maliyeti daha düĢüktür. 

 Çevresel kirliliğinin kontrol edilmesinde; atık maddelerin detoksifikasyonunda, 

petrol ve petrol türevleri ile kirlenmiĢ toprakların biyoremediasyonunda ve yağ 

atıklarının kontrol edilmesinde kullanımları oldukça uygundur. 

 Özel yapılarından dolayı spesifik (yapılarında kompleks organik moleküllerden 

oluĢan özel iĢlevsel gruplar bulunduğundan) etki gösterirler. 

 Özellikle aĢırı sıcaklık, pH ve tuzluluk koĢullarına toleranslı olmalarından dolayı  

oldukça etkindirler (Kosaric, 2001; Kaya, 2008). 

Yukarıda belirtilen özelliklere ilaveten biyosürfektanlar metaller ile bağ kurma eğilimine 

yatkın olduklarından dolayı özellikle ağır metaller ile kontamine olan suların ve toprakların 

arıtılmasında da son yıllarda yoğun olarak kullanımı tercih edilmektedir (Rodrigues ve 

diğ., 2006; Yılmaz, 2008). 

1.3.2. Biyosürfektanların Yapı ve Fonksiyonları 

Yüzey aktif ve amfipatik karakter gösteren biyosürfektanlar çok değiĢik yapısal özelliğe 

sahip olmaları dolayısıyla oldukça farklı alanlarda kullanılmaktadırlar. Biyosürfektanların 

hidrofilik grubunu; peptitler, katyonlar, anyonlar, aminoasitler ve polisakkarit grupları 

oluĢturur iken, hidrofobik grubunu ise yağ asitleri, doymuĢ ve doymamıĢ yağlar 

oluĢturmaktadır. Biyosürfektanların sınıflandırılması hidrofilik ve hidrofobik gruplarının 

içerdiği yapılara göre yapılmaktadır. Aynı zamanda biyosürfektanlar sıvı çözeltiler 

içerisinde konsantrasyonlara bağlı olarak farklı Ģekillerde bulunmaktadır (ġekil1.2.). 

DüĢük konsantrasyonlarda tekli ya da lineer yapıda bulunur iken yüksek 
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konsantrasyonlarda ise misel ve silindirik yapıda bulundukları bildirilmektedir(Lang ve 

Wagner, 1987; Desai ve Desai, 1993; Yalçın, 2008). 

 

ġekil 1.2. a.Tekli formda biyosürfektan, b. Misel formda biyosürfektan, c. Silindirik 

formda biyosürfektan, d. Çift tabakalı biyosürfektan, e. Emülsiyon formda biyosürfektan 

(Yalçın, 2008) 

Genel olarak bakıldığında; mikroorganizmalarınsubstrata eriĢimesinin kolaylaĢması ve 

mikrobiyal  geliĢmenin çabuklaĢma sebebi, biyosürfektanların yüzey gerilimini 

azaltmaları, düĢük kritik misel konsantrasyonu sağlamaları, emülsiyonları stabil hale 

getirmeleri ve köpürmeyi düzenlemeleri gibi özelliklerden oluĢmaktadır (Cerniglia, 

1981;Poeton ve diğ., 1999; Yalçın, 2008).Biyosürfektanların yüzey gerilimini 

değiĢtirme(düĢürme) özellikleri dolayısı ilepetrol ve türevlerinin, suda çözünmeyen 

hidrofobik yapıdaki maddelerin çözünürlüğünü kolaylaĢtırmakta ve ayrıca 

biyodegradasyonun oluĢmasına da yardımcı olmaktadır (Neu ve Marshall,1990; Banat ve 

diğ., 2000; Demirdöğen,2012). 

Doğal çevrelerdeki hidrokarbonların temizlenmesi amacı ile kullanılan sürfektanlardan 

kaynaklanan yan ürünler çevrenin kirlenmensine neden olmaktadır. Ancak 

biyosürfektanlar çevrede kirlilik oluĢturan maddeleri parçalarken bu arada kendileride 

biyolojik yolla parçalanabilmektedir. Bu bağlamda biyosürfektan üretme yeteneğine sahip 

mikroorganizmalar özellikle PAH‟lar ile kirlenmiĢ alanların biyodegradasyonununda 

önemli rol oynamaktadırlar (Rosenberg, 1999). Aynı Ģekilde özelikle petrol-
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yağbiyodegradasyonunda da kullanılabilmektedirler (Shulga ve diğ., 1999). Ayrıca 

biyosürfektanlar; seramik, herbisid ve pestisid formülasyonu, deterjan üretimi, sağlık 

hizmetleri, kozmetik, selüloz – kağıt sanayi, kömür, tekstil, gıda sanayi ve maden 

iĢletmeciliği gibi çeĢitli alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır (Banat ve diğ., 2000; Ron 

ve Rosenberg, 2001).Yine biyosürfektan üretme yeteneği olan çok sayıdaki bakteri ve 

maya türü, karbon kaynağı olarak hidrokarbonları kullandığında yüzey gerilimini 

değiĢtirebilme özelliğinde olan glikolipid, fosfolipid ve lipopeptid vb. gibi biyosürfektanlar 

üretebilmektedirler (Banat, 1995). Üretilenbiyosürfektanlar hidrokarbonları emülsiye 

etmekte ve parçalanan hidrokarbonların hücre içine taĢınması iĢlemine yardımcı 

olmaktadır (Desai ve Banat, 1997; Yılmaz, 2008). 

1.3.3. Biyosürfektanların Sınıflandırılması 

Biyosürfektanlar; aminoasitler, peptit anyonları veya katyonları; mono-, di-, veya 

polisakkaritlerden oluĢan hidrofilik kısım ile doymuĢ ya da doymamıĢ yağ asitleri 

barındıran hidrofobik gruptan oluĢmuĢtur. Kimyasal yöntemlerle 

sentezlenensürfektanlardan biyosürfektanların farklılığı kimyasal yapıları ve mikrobiyal 

orĠjinlerinin farklı olmasıdır (Desai ve Desai, 1993; Desai ve Banat, 1997; Yalçın, 2008). 

Biyosürfektanlar mikrobiyaltemelleri göz önüne alındığında fungal, maya ve bakteriyal 

sürfektanlar olarak üç sınıfta incelenmektedir. Bakteriyal biyosürfektanlar; Bacillus ve 

Pseudomonas gibi cinsler tarafından üretilmiĢ olan ramnolipidler, trehaloz lipidler, 

aminoasit içeren lipidler ve hidrofobik proteinlerdir. Maya biyosürfektanları; Candida, 

Endomycopsis ve Torulopsis cinslerinin ürettiği mannosileritritol lipidler ve soforoz 

lipidleri kapsamaktadır. Fungalbiyosürfektanlar ise; Ustilago cinslerinden elde edilen 

ustilajik asit ve Shizonella‟nın ürettiği mannosileritritol lipidlerdir (Desai ve Desai, 1993). 

Kimyasal komposizyonlarına göre biyosürfektanlar; lipidler, lipopeptit/lipoproteinler, 

glikolipidler, partiküller ve polimerler olarak beĢ grupta incelenirler (Tablo 1.4)(Desai ve 

Desai, 1993; Desai ve Banat, 1997; Yalçın, 2008). 

Mikrobiyal sürfektanlar ve onların ürettiği biyorsürfektan çeĢitleri Tablo 1.4.‟de 

gösterilmektedir. 
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Tablo 1.4. Mikrobiyal Sürfektanların Tipleri ve Kaynakları (Kaya, 2008) 

Biyosürfektan  Mikroorganizma  

1) Glikolipidler  

Glikoz Lipidler  Alcanivorax borkumensis, Alcanigenes sp.  

Ramnolipidler  Pseudomonasaeruginosa, Pseudomonas sp.  
 

Trehalozlipidler  
Nocardia erythropolis, Mycobacterium sp. 

Arthrobacter sp.  

Soforozlipidleri  Torulopsis bombicola, T. apicola, T. petrophilum  

Hücresel lipidler  Ustılago zeae, U. maydis  

2) Lipopeptidler ve lipoproteinler  

Ornitin lipidler  Myroides sp. SM1  

Peptid-lipid  Bacillus licheniformis  

Serrawettin  Serratia marcescens  

Viskosin  Pseudomonas fluorescens  

Surfektin & Subtilisin  Bacillus subtilis  

Gramisidinler  Bacillus brevis  

Polimiksinler  Bacillus polymyxa  

3) Yağ asitleri, nötral lipidler ve fosfolipidler  

Yağ asitleri  Corinebacterium lepus  

Nötral lipidler  Nocardia erythropolis  

Fosfolipidler  Thiobacillus thiooxidans  

4) Polimerik sürfektanlar  

Emülsan  Acinetobacter calcoaceticus  

Biodispersan  Acinetobacter calcoaceticus  

Mannan-lipid-protein  Candida tropicalis  

Liposan  Candida lipolytica  

 

Karbohidrat – protein – lipid  

P. nautica, P. fluorescens, Yarrowina lipolytica, 

Debaryomyes polymorphus  

Protein PA  P. aeruginosa  

5) Partiküler biyosürfektanlar  

Vesiküller ve fimbria  Acinetobacter calcoaceticus  

Bütün hücre  ÇeĢitli bakteriler  

 

1.3.4. Biyosürfektan Üreten Mikrooganizmaları Belirleme Yöntemleri 

Biyosürfektan üretme yeteneği olan mikroorganizmaları belirlemek amacıyla birçok 

yöntem tespit edilmiĢ olup bunlar ile biyosürfektanın yapısı ve fonksiyonu ön plana alınır 

iken diğer taraftan hücreden dıĢarıya salıverilen biyosürfektanların hücre dıĢındakispesifik 

davranıĢları da dikkate alınmıĢtır. Örnek verecek olursak Drop Collapse 

yöntemi;süpernatant damlacığının mineral yağ üzerine bırakılmasından sonra bu 

damlacığın davranıĢına göre gözlemlenen kantitatif bir metottur. BaĢka bir belirleme 



 
 

17 
 

yöntemi olan Du Nouy Ring metodunda ise, yüzey geriliminin değiĢimi gözlenerek 

yapılmaktadır (Bento ve diğ., 2005; Tuğrul ve Cansunar, 2005; Çelikdemir, 2012). 

1.3.4.1. Hemolitik Aktivite 

Hemolitik aktiviteyi belirleme testleri iki çeĢittir. Bunlardan birincisi; kanlı agar besiyerine 

ekilen bakterilerin besiyerinde oluĢturdukları zonların belirlenmesidir. Bu metotta; kanlı 

agar besiyerinde bakteri üremesi sonucu alyuvarlar parçalanır ve sonuçta oluĢan zon 

bakterilerin β- hemolitik aktiviteye sahip olduğunu gösterir. Burada hemoglobin 

moleküllerinin parçalanması sonucunda oluĢan yeĢil zonlar iseα-hemolitik 

aktiviteninolduğunun kanıtı olarak kabul edilmektedir(Siegmund ve Wagner, 1991; 

Çelikdemir, 2012). 

Ġkinci metotta ise; 540 nm‟de eritrosit süspansiyonunun absorbansının okunması ile 

hemolitik aktivite belirlenir (Johnson ve Boese-Marrazzo, 1980).Bu test sonucunda elde 

edilen pozitif sonucun hücrelerin sahip olduğu enzimlerden kaynaklanabileceği 

varsayıldığından ikinci bir testin uygulanması tavsiye edilmektedir. Bu yüzden hemolitik 

aktivite metodunun biyosürfektan üretimininin belirlenmesinde spesifik olamayacağı 

araĢtırıcılar tarafından da bildirilmektedir (Heyd ve diğ., 2008; Çelikdemir, 2012). 

1.3.4.2. CTAB (Setiltrimetilamonyum Bromid) Agar Testi 

Metilen mavisi ile katyonik bir sürfektan olan setiltrimetilamonyum bromid (CTAB) içeren 

agarlı besiyerinde yapılmaktadır. Bu test ramnolipidler gibi anyonik sürfektan varlığının 

belirlenmesinde kullanılmaktadır. Ortamda yer alan katyonik biyosürfektan olan CTAB 

anyonik bir biyosürfektanla reaksiyona girer ve metilen mavisinin rengini açarak Ģeffaf zon 

oluĢturur. Bunun sonucunda bakterinin anyonik bir sürfektan ürettiği kantitatif olarak tesbit 

edilmiĢ olur. Bu yöntem ideal olmasına rağmen sınırlı sayıda bir grubu belirlediğinden 

dolayı tüm biyosürfektanların tesbitinde kullanılamamaktadır (Siegmund ve Wagner 1991; 

Perfumo ve diğ., 2006; Çelikdemir, 2012). 

1.3.4.3. Antron Yöntemi 

Bu metod spektrofotometre ile ölçümünün yapıldığı kolorimetrik bir yöntemdir. Güçlü bir 

asit olan antron ramnoz ile ısıtılarak (9,10-dihidro-9-oksoantrasen) reaksiyona girmesiyle 

renk oluĢumu gözlenir. 625 nm`de spektrofotometrede spektrumun okunması ve kayıt 

altına alınması ile sonuçlar elde edilir(Helbert ve Brown, 1957; Hodge ve Hofreiter,1962). 
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Maliyeti oldukça düĢük olan bu yöntem 20 mg/L‟nin altındaki düĢük ramnolipid 

deriĢiminin belirlenmesinde de kullanılabilmektedir (Noordman, 2000; Çelikdemir, 2012). 

1.3.4.4. Drop-Collapse Yöntemi 

Bu metod; hidrofobik bir sıvı üzerine biyosürfektan yapısındaki madde damlatıldığında 

damlacığın yayılması veyastabil halde kalabilme davranıĢına göre değerlendirilmesi 

yapılan bir yöntemdir. Ġnkübasyon iĢleminden sonra örneğin santrifüjlenmesisonucunda 

elde edilen biyosürfektan içeren süpernatantın üzerine mineral yağ damlatıldığında 

damlacık yayılma özelliği gösterir iken sadece besiyeri damlatılan mineral yağda ise 

damlacık besiyerinin hidrofilik olmasından dolayı damla halinde kalmaktadır. Bu 

yöntemde; negatif kontrol olarak steril besiyeri ve su, pozitif kontrol olarakda Tween 80 ve 

sodyum dodesil sülfat gibi yüzey aktif özellikte olan maddeler kullanılmaktadır. Aynı 

zamanda bu yöntem, diğer metotlara göre kapsamlı ve genel amaçlı olduğu için 

araĢtırıcıların da daha çok tercih etmesine neden olmaktadır(Jain ve diğ., 1991; Çelikdemir, 

2012). 

1.4. Ağır Metaller 

Fiziksel özellikleri incelendiğinde 5 g/cm
3
 (r>5g/cm

3
)`ten daha yüksek yoğunluğa olan 

metallere ağır metal adı verilmektedir (Sevgi, 2007).KurĢun, çinko, molibden, krom, 

demir, kadmiyum, bakır, nikel, kobalt, vanadyum, alüminyum, arsenik, kalay ve mangan 

gibi 60 taneden daha fazla metal içeren geçiĢ elementleri periyodik cetvelde en geniĢ grup 

olarak yer almaktadır. Bu ağır metaller doğada kararlı bileĢikler olan silikat, oksit, 

karbonat ve sülfür halinde yada silikatlar içerisine hapsedilmiĢ olarak bulunmaktadırlar. 

Metallerin yoğunluk değerleri göz önüne alınarak ekolojikdengedeoluĢturdukları etkileri 

tahmin edilmeye çalıĢılsa bile, metallerin biyolojik etkileri ile yoğunlukları arasında bir 

iliĢki bulunmadığı bildirilmektedir(Yücel, 2010; Çay, 2014). 

Canlılar yaĢamlarını sürdürmek için iz elementlere ihtiyaç duymakta olup bu iz 

elementlerin içerisinde bulunan ağır metallere esansiyel ağır metaller adı verilmektedir. 

Yine canlıların yaĢamlarını sürdürmeleri için gerekli olmayan ağır metallere ise 

nonesansiyel ağır metal adı verilmektedir (Gohre ve Paszkowski, 2006; Sanchez-Chardi ve 

diğ., 2009; Çay, 2014). Nikel (Ni),mangan (Mn), demir (Fe), bakır (Cu) ve çinko(Zn) gibi 

esansiyel metaller canlıların yaĢamlarını sürdürmeleri için gerekli olduğu halde bunların 

yüksek konsantrasyonlarda bulunması ise toksik etki göstermesine 
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nedenolmaktadır(Demirezen ve Aksoy, 2004). Bunun dıĢında kurĢun(Pb), krom (Cr), civa 

(Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi esansiyel olmayan ağır metaller düĢük miktarlarda bulunsa 

bile canlılarda toksik etki göstermektedir ( Market, 1993; Altay, 2016). 

1.4.1.  Ağır Metal Kaynakları 

Ağır metaller kayaçların ve bundan oluĢan toprakların doğal bileĢenleri olup, toprak 

bileĢimlerine bağlı olarak farklı miktarlarda ve yapılarda ağır metal içerirler. Ağır 

metallerin çevredeki jeolojik nedenlerle oluĢan doğal dağılım yapısının sonyıllarda 

insanların etkisi ile büyük oranda değiĢmeye baĢladığı gözlemlenmiĢtir (Baskaya ve 

Teksoy, 1997; Kocaer  ve Baskaya, 2003; Özdemir, 2008). 

Çevreye ağır metallerin bulaĢma süreçleri iki Ģekilde olmaktadır; doğal kaynaklı ve insan 

kaynaklı (antropojenik). Doğal kaynaklı bulaĢmalar; minerallerin hava, rüzgar ile aĢınması, 

erozyon ve volkanik patlamalar Ģeklindedir. Antropojenik kaynaklı yollar ise, madencilik, 

termik santraller, evsel ısınma sistemleri, motorlu taĢıtlar, gübreler, pestisitler, demir-çelik, 

Ģeker, çimento, petrokimya ve metal endüstrileridir (Chehregani ve Malayeri, 2007; 

Sabiha-Javied ve diğ., 2009; Çay, 2014). Temel endüstrilerden doğaya salıverilen ağır 

metal çeĢitleri Tablo 1.5.`de verilmiĢtir. 

Tablo 1.5.Temel Endüstrilerden Doğaya Salıverilen Ağır Metal ÇeĢitleri (Çay, 2014) 

Endüstri Tipi Co Cd Cr Cu Pb Ni Sn Zn Fe As Al Mn Mo V 

Kağıt - - + + + + - - - - - - - - 

Petrokimya - + + - + - + + - - - - + + 

Klor-alkali - + + - + - + + + - - - - - 

Gübre Sanayi - + + + + + - + - - - + + + 

Demir-çelik + + + + + + + + + + + + + - 

Enerji Üretimi - + + + + + + + - - - + + + 

 

Çevreye salıverilen ağır metallerin yayınımları gözlemlendiğinde ise çok farklı 

iĢletmelerden bir dizi süreçler sonucunda atmosfere salınımının olduğu belirlenmiĢtir. ġekil 

1.3.`de ağır metallerin atmosfere farklı sektörlerden yayılımları Ģematik olarak ifade 

edilmiĢtir (Kahvecioğlu ve diğ., 2007). 
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ġekil 1.3. ġematik olarak ağır metallerin doğaya yayınımları (Kahvecioğlu ve diğ.,2007) 

1.4.2. Ağır Metallerin Çevreye Olan Etkileri 

Ağır metallerin ve metaloidlerin büyük bir kısmı toksik olduğu için çok düĢük 

konsantrasyonlarda dahi zehirlenmelere neden olmaktadır (Kara, 2005; Arora ve diğ., 

2008). Ağır metallerin etkileri toprakta ve canlılarda kısa zamanda gözlemlenemediğinden 

devamlı olarak ağır metal birikimi tespit edilerek kontroledilmelidir (Çay, 2014). 

Ġnsan faaliyetlerinin çevredeki ağır metallerin dağılımına etkisi oldukça fazladır 

(Facchinelli ve diğ., 2001). Bunlar; çimento sanayii, cam sanayii, ev aletleri üretim 

sektörü, demir çelik sanayi, termik santraller, çöp ve atık çamur yakma tesisleri, tekstil 

endüstrisi kuruluĢları,  rafineri ve endüstriyel faaliyetler (Market, 

1993).Ġlavetenbiyosferdeki duman ve partiküllerin kaynağını fosil yakıtlar ve taĢıtlar 

oluĢturur iken toprakta bulunan ağır metal kaynaklarını ise atıklar, pestisidler ve gübrelerin 

oluĢturduğu bildirilmektedir (Demirezen ve Aksoy, 2004; Altay, 2016). 

Ağır metaller topraktaki baĢka maddeler ile tepkimeye girdiği için toprakta doğrudan 

tespiti zor olmaktadır. Ayrıca ağır metal kirliliği suların kalitesini bozmakla birlikte yeraltı 

sularına karıĢıp mikroorganizmalara da zarar vermekte, bitkilerin yapılarına girmekte en 
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son aĢamada ise besin zinciri yoluyla insana ulaĢarak ciddi boyutlara ulaĢmakta ve tehlikeli 

bir hal almaktadır ( Çay, 2014). 

Ağır metallerin serbest radikal formları oksidatif stresin oluĢmasına  neden olmakta 

(Mudipalli, 2008) ve kararsız yapıdaki bu serbest radikaller kararlı bir hale geçmek 

amacıyla canlı hücrelerine saldırarak zarar vermektedirler (Krystofova ve diğ., 2009). 

Canlılar ağır metallere çok fazla maruz kaldığında serbest radikaller enzim ve 

pigmentlerindeki temel elementlerin yerine geçerler ve canlılık fonksiyonlarını bloke 

ederler(Ali ve diğ., 2013; Çay, 2014). Ağır metaller mikroorganizmalarınmembran 

fonksiyonlarını engellemeleri, nükleik asitlerine zarar vermeleri ve enzimatik aktivitelerini 

engellemelerinden dolayı toksik olmaktadır (Gadd, 1992; Doelman ve diğ.,1994;  

Freedman, 1995; Akkan, 2009). 

Biyosferde yer alan ağır metaller yağmur gibi atmosferik olaylar sonucunda suya 

geçebilmektedir (Hornbuckle ve diğ., 1993; Jeremiason ve diğ., 1994; TaĢdemir, 1997; 

Akkan,2009). 

1.4.3. Mikroorganizmalarda Metal Direnç Mekanizması 

Ağır metaller periyodik cetvelin geçiĢ elementlerinde bulunmasınınnedeni d- orbitallerinin 

yeterli sayıda elektrona sahip olmamasındandır. Bu ise ağır metallerin farklı elementlerle 

tepkimeye girmesini kolay hale getirmektedir. Yine buözelliklerinden dolayı ağır metaller 

iz element olarak çok sayıdaki biyokimyasal reaksiyonda önemli rol oynamaktadırlar 

(Nies, 1999; Dülger, 2012). 

Bruins ve diğ.,(2000)`nın bildirdiğine göre; mikroorganizmalar hayati faaliyetlerini devam 

ettirebilmek için ağır metallere iz miktarda bile ihtiyaç duymaktadırlar. Bu iz elementler; 

potasyum, kalsiyum, bakır, magnezyum, kobalt, nikel, krom, çinko, manganez,demir ve 

sodyum vb.bazı metallerdir. Canlıların hayatsal faaliyetlerinde gerekli olmayan metaller 

ise altın, civa, gümüĢ, kurĢun, kadmiyum ve alüminyum gibi elementlerdir. Esansiyel 

metaller çeĢitli hayatsal faaliyetlerde önemli rol oynamakta olup bunlar; biyokimyasal 

reaksiyonları katalizlemek, protein yapısını ve bakteri hücre duvar yapısını stabilize etmek, 

osmotik dengeyi korumak, gen ekspresyonunu düzenlemek, biyomolekülleri aktive etmek, 

elektron alıcısı veya vericisi olarak enerji metabolizması olarak sıralanabilir. Bunlardan 

demir, bakır ve nikel gibi esansiyal geçiĢ metalleri redoks tepkimelerinde rol oynarken, 

magnezyum ve çinko gibi esansiyal metaller (elektrostatik güçleri sayesinde) farklı 
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enzimleri ve DNA`yı stabilize ederler. Demir, nikel, magnezyum ve kobalt ise kompleks 

moleküllerin yapısında düzenleyicilik görevini üstlenmiĢlerdir (Dülger, 2012). 

Mikroelementer V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo ve W makro elementlere göre daha az 

oranda bulunmalarına rağmen hayat için zaruriyet gösterirler ve çoğunlukla bulundukları 

ortamlardan temin edilirler. Bu Ģekildeki metallere zorunlu (esansiyel) metaller adı 

verilmiĢ olup kofaktör Ģeklinde kullanılmalarından dolayıda ihtiyaç duyulmaktadır (Bruins 

ve diğ. 2000). Bunlar proteinlerin, enzimlerin yapılarında bulununur katalitik 

reaksiyonlarda görev yapar. Elektron transferinde ve osmotik dengenin kurulmasında, 

bakteri hücrelerinin enzimlerinininde yapısında yer almaktadırlar (Wackett ve diğ. 2004). 

Ayrıca günümüzde çok sayıdaki metalin hala biyolojik olarak rolleri tam olarak 

bilinmemektedir. Bu metaller ağır metaller veya zehirleyici etkiye sahip (toksik) 

metallerdir ( Al, Au, Ag, Bi, Cd, Cr, Hg, Sn, Pb ve Tl`dir (Torabi, 2013). 

Prokaryotik canlıların ortaya çıkmasıyla birlikte metallere karĢı direnç sistemleride 

belirgenleĢmeye baĢlamıĢtır (Sevgi, 2007). Toksik özellikteki metallere direnç 

oluĢturulması mikroorganizmaların yaĢadığı bölgede zehirleyici etkiye sebep olan 

metallerin bulunması ve bu metallerin mikroorganizmada oluĢturduğu olumsuz etkidir 

(Guzzo ve diğ., ; 1999; Gülcan, 2006; Dülger, 2012). 

Bakterilerin yaĢamındagörülen stres; dıĢ etkilerden oluĢan, bakterinin geliĢme hızını 

azaltan veya ölümüne sebep verecek Ģekilde hücresel fizyolojiyi ya da metabolik olarak 

düzensizlik veya karıĢık bir durum olarak ifade edilebilir. Sıcak soğuk Ģoku, asit, osmotik 

ve oksidatif stres gibi durumlara bakterilerin göstermiĢ olduğu tepkiler olarak gibi farklı 

Ģekillerde karĢımıza çıkmaktadır. Metallerin mikrobiyal beslenmede nasıl bir rol aldığı tam 

olarak bilinmesede strese neden olduğu düĢünülmektedir. Ayrıca toksik yapıdaki 

metallerin hücrede bulunması strese sebep olurken, ihtiyaç duyulan metal iyonlarının 

gereğinden fazla bulunması ya da bulunmamasından kaynaklı da stres de oluĢabilir 

(Torabi, 2013). 

Bakterilerde metal iyonlarına karĢı direnç sistemi ile kodlanmıĢ genler çoğunlukla plasmid 

ve transpozon adı verilen hareket halindeki genetik özellikteki yapılarda bulunmaktadır ve 

bu metal iyonlarına yanıt oluĢturan regülatörler ise sitoplazmada yer almaktadır. Aslında 

bakteriler fiziki Ģartlarda  değiĢiklikler ile karĢılaĢtıklarında buna hızlı bir Ģekilde yanıt 

sağlayabilirler veya hayatlarını yitirirler. Bu değiĢiklikler; anaerobik ortamdan aerobik 

ortama geçiĢ, sıcaklık değiĢimleri,  pH, iyonik güç, osmolarite, su aktivitesi,  besin 
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kaynakları eldesi için rekabet, metal iyonlarına ve toksik kimyasal maddelere maruz kalma 

olarak sıralanabilir. Bakterilerde bunlara bağlı zararlarda süratli bir Ģekilde algılama 

gerçekleĢmelidir ki bu olaylara bağlı olarak metal iyonu atılmasında, metal iyonu zararının 

bertaraf edilmesi için ihtiyaç duyulan proteinlerin aktif olmaları ile gerçekleĢebilir (Torabi, 

2013). 

Bilim insanları, ağır metallerin bakteri suĢları için MIC (Minimum Ġnhibisyon 

Konsantrasyonu) değerlerini farklı doğal habitatlarda araĢtırmıĢ ve bakterilerde direnç 

mekanizmasının yayılmasının nedenini ise değiĢen çevre Ģartlarına adaptasyonlarını 

sağlayan plazmidler olarak bildirmiĢlerdir. Yine araĢtırıcılar, değiĢik yaĢam koĢullarında 

gerçekleĢtirilen denemelerde metallere dirençlilikte etkili olan  genlerin, konjugatif 

plazmidler  ve konjugatif transpozonlar  gibi yapısal elemanlar üzerinde kodlu olduğunu 

belirlemiĢlerdir (Sandaa ve diğ., 1992; Scott, 1992; Davies, 1994; Doelman ve diğ., 1994; 

Saylers ve Shoemaker, 1994; Arvanitidou ve diğ., 1997; Akkan, 2009). 

Günümüze kadar yapılan çalıĢmalar incelendiğinde; mikroorganizmalarda özellikle de 

bakterilerde ağır metaler ile antibiyotiklere karĢı gösterilen direnç mekanizmaları arasında 

bir iliĢkinin olduğu bildirilmektedir. Aslında bu iki mekanizmada da mikroorganizmalar 

arasında konjugasyon ya da transdüksiyon ile genetik madde aktarımı olmaktadır. Bir 

kısım mikroorganizmalarda bu iki dirençlilik genleri aynı plazmid üzerinde de 

bulunabilmektedir. Yine araĢtırmacılar bakterilerde gerçekleĢen metal direnç 

mekanizmasının antibiyotik kullanımından daha önce gözlemlendiği tespit etmiĢlerdir 

(Sevgi, 2007). 

Mikroorganizmaların metallere karĢı gösterdikleri direnç mekanizmaları;  

- Metallerin hücreden dıĢarıya aktif transportu 

- Metalin proteine bağlanarak hücre içerisinde alıkonulması  

- Ekstraselüler alıkonulma  

- Metallerin daha az toksik formlara dönüĢtürülmesi (enzimatik detoksifikasyon) 

- Metallerin etkili olduğu hücresel komponentlerin metallere hassasiyet özelliğinin 

azaltılması  

- Geçirgenlik bariyeri oluĢturularak metallerin hücre dıĢında tutulması (Sevgi, 2007). 
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1.4.4. ÇalıĢmada Kullanılan Ağır Metaller 

 

1.4.4.1.  Kobalt (Co) 

Kobalt adı; kalay ve kurĢun üretiminde erimeyen ve metalin kullanılmasına engel olan katı 

yapısından dolayı maden ruhu, Ģeytan manasında kullanılan “kobold” kelimesinden 

gelmektedir.  M.Ö. 2000`li yıllarda  kobalt bileĢikleri cam ve emayede mavi boya Ģeklinde 

kullanılmıĢ ve  1742‟de Ġsveç`li bilim insanı G. Brant kobaltı yeni tespit edilen  bir metal 

olarak bilim dünyasına kazandırmıĢtır. Daha sonraları ise Tobern Bergman (1780) kobaltın 

element olarak tanımlamasını yapmıĢtır (Habashi, 1997; Özdemir, 2008). 

Kobalt,  savunma ve endüstriyel sanayinde süper alaĢım olarak jet motor tirbünlerinde 

kullanılılmaktadır. Yine kesici uçlarda ve elmas takımlarında alaĢım elementi Ģeklinde, 

korozyonu engelleme amacıyla ve mekanik özelliklerin iyileĢtirilmesi Ģeklinde 

alaĢımlarda, takım çeliklerinde, yüksek hız elde etmek amacıyla kullanılan çeliklerde 

kullanılır. Ayrıca kobalt bileĢikleri; vernik ve mürekkeplerde kurutma maddesi amacı ile 

boyalarda renk pigmenti Ģeklinde, petrol ve seramik sanayisinde katalizör olarak 

kullanılmaktadır. Bunların dıĢında kayıt cihazlarında, pillerin elektrot kısımlarında ve 

manyetik özellikli malzemelerde kullanımı da mecuttur (Özdemir, 2008). 

Kobalt ve ürünleri kanserojen olarak tanımlanmamasına rağmen kanserojen bir madde gibi 

görülmektedir. Ancak kobaltın kullanıldığı implantlarda o bölgede tümör oluĢumu 

gözlenmiĢ ve hayvanlar üzerinde yapılan araĢtırmalarda kobalt sülfitin tek zincir DNA 

kırıklarına sebep olduğu bildirilmiĢtir (Kawanishi ve diğ.,1994). Aynı zamanda kobaltın, 

indirekt yol ile oksidatif stres oluĢumuna neden olarak reaktif oksijen gruplarının 

birikmesine sebebiyet verdiği de belirlenmiĢtir (Freeman ve diğ., 2005; Özdemir, 2008). 

Canlıların diyetinde kobalt çok az bir yere sahip gibi görünse de kırmızı kan hücrelerinin 

üretiminde ve sinir sisteminde kullanılan  B12 vitaminin (yorgunluk, sindirim kolaylığı ve 

kas problemlerinin giderilmesi) bileĢiminde yer almaktadır. Vücudumuzda yapı taĢı olarak 

görev alırken anemiyi engellediği bilinmektedir. Ayrıca kobalt  yetersizliğinde  pernisiyöz 

(zararlı) anemi ve sinir bozukluğu vb.  sıkıntılar görülmekte olup yeterli B12 vitamini 

alındığında ise bu problemler görülmeyebilir (Kawanishi  ve diğ., 1994; Özdemir, 2008). 
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1.4.4.2. Civa (Hg) 

Ġnsanoğlunun bildiği en eski metallerden birisi olan civa oda sıcaklığında sıvı formda 

bulunur. Yoğunluğu 14.06 g/cm
3 

olan civa periyodik cetvelin 2B grubunda yer alan bir 

geçiĢ elementidir. Yine incelemeler sonucunda; yerkabuğunda ortalama 0.08 ppm, deniz 

suyunda ise 3x10
-5

 ppm miktarında  bulunduğu belirlenmiĢtir. Ġlaveten doğal civa 

içeriğinin havada 0.005 – 0.06 ng/m3; bitkilerde 0.001 – 0.3 μg/g (genelde < 0.01 μg/g) 

oranında bulunduğu bildirilmektedir (Güven, 2009). 

Civanın kullanım alanlarına bakıldığında hem  metalik olarak hemde organik ve inorganik 

civa bileĢikleri olarak; ilaç sanayinde, diĢ tedavilerinde dolgu materyali Ģeklinde, 

termometrelerde, bazı metallerin üretim prosesinde, laboratuvar çalıĢmalarında, boya ve 

kağıt sanayinde yoğun olarak yer aldığı bilinmektedir. Sonyıllarda civanın tüm formlarının 

flora ve fauna için zararlı olduğunun belirlenmesinden dolayı kullanımı oldukça azaltılmıĢ 

hatta bazı endüstriyel alanlarda kullanımına yasak getirilmiĢtir (Habashi, 1997; Bingham 

ve diğ., 2001). Ayrıca civa yüksek buhar basıncına sahip olmasından dolayı da oda ısısında 

dahi kısmi olarak buharlaĢma gösteren bir metaldir. Tüm bu özelliklere ilaveten; 

madencilik sektöründe civa bulunduran kayaçların parçalanması, fosil yakıtların kullanımı 

sonucu, civa prosesi sırasında, katı atık depo alanlarından sızıntılar, pillerin kontrolsüz 

çevreye atılması, diĢ dolgu maddesi olarak kullanılan amalgam ve ev eĢyalarında civa 

barındıran malzemelerin deformasyonu sonucunda civanın açığa çıkması gibi olaylar 

sonucunda (insanların çalıĢmaları) hava ve sularda  miktarının artmasına yol açmaktadır. 

Ayrıca metilciva da baĢka bir kirletici kaynak olarak karĢımıza çıkmakta olup  suya karıĢan 

civanın bakteriler ve çeĢitli organizmalar aracılığıyla metilcivaya çevrilmesi sonucu 

oluĢmaktadır. Daha sonraki aĢamalarda ise palanktonlar, onları tüketen küçük balıklar ve 

midyeler, küçük balıkları yiyen büyük balıklar ve son olarakta deniz memelileri aracılığı 

ile besin zincirine karıĢarak döngüyü oluĢtururlar (Güven, 2009). 

1.4.4.3. Mangan (Mn) 

C.W. Schele ve diğ. manganı ilk olarak tespit etmiĢler ancak 1774 yılında J.G. Gohn 

tarafından serbest metal olarak ayrıĢtırılarak bilim dünyasına kazandırılmıĢ ve ismini ise 

ilk bulunduğu manyetik kayadan almıĢtır. Yerkabuğunda bulunan en yaygın 12. elementtir. 

Serbest metal olarak bulunmayan mangan 100‟den fazla mineral ile bileĢik halde bulunur 

iken % 7-27 oranında ise denizlerin  tabanında bulunan nodüllerde de görülmektedir (Liu 

ve diğ., 2005). 
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Manganın; fungusit olarak, camlarda, seramiklerde, boyalarda, kuru hücre pillerinde, 

pigmentlerde, gıda katkı maddelerinde ve tıpta uzun yıllar boyunca kullanıldığı 

bilinmektedir. Yine manganın %90`dan fazlası demir ve çelik prosesinde ve demirsiliko 

mangan alaĢımlarının yapımında kullanılmaktadır. Ayrıca korozyonu azaltmak amacıyla  

bakır veya alüminyum alaĢımı olarak, permanganat ile yapılan alaĢımlarının da kimya 

endüstrisinde oksidasyon reaksiyonlarında kullanımı tercih edilmektedir (Gerberve diğ., 

2002; Özdemir, 2008). 

Yukarıda bahsedilen özelliklerine ilaveten esansiyel bir element olarak mangan 

antioksidant savunma sisteminde oldukça etkindir. Ayrıca kanser hücrelerini modifiye 

etme özelliği de bulunan süperoksit dismutazın`ın (MnSOD) yapısının bir bölümünde yer 

alır (Parker  ve diğ., 1987; Liu ve diğ., 2005; Özdemir, 2008). 

Manganın bakterilerdeki dozunun artması DNA‟nın replikasyonunu ve onarımına etki 

etmektedir. Mutajeniteyi belirlemek amacıyla uygulanan AMES testinde özellikle mangan 

sorumlu olmadığı halde mikroorganizmalarda ve memeli hücrelerinde DNA zararlarına ve 

kromozom kırılmalarına sebep olduğu bilinmektedir. Mangan miktarının canlıda artması 

memelilerde verimliliği olumsuz olarak etkilerken embriyo ve fetüs üzerinde zehir etkisi 

göstermektedir (Domingo, 1994). Manganın kansere sebebiyet verdiği ile ilgili veri sayısı 

çok azdır ve inorganik manganın karsinojenik özelliği de bildirilmemiĢtir (Gerber ve diğ., 

2002; Özdemir, 2008). 

1.4.4.4. Çinko (Zn) 

Üretimi hakkında net bir bilgiye sahip olunmasa da M:Ö 1000 yıllarında Çinliler, 14. 

yüzyılda ise Hintlilerin metalik çinko üretmiĢ oldukları ifade edilmektedir. Kesin kayıtlara 

bakıldığında ise ilk kez Avrupa‟da Löhyenns Goslar`da bu metali tanımlamıĢ (1617)  ve 

adını da koymuĢtur  (Özdemir, 2008). 

Çinko korozyondan korunmayı iyi derecede sağlamaktadır. Çinko demir konstrüksiyon 

malzemelerine oranla daha fazla elektronegatif özellik göstermesinden dolayı, çinko 

kaplamalar çelik inĢaatlar için korozyondan korunmayı gerçekleĢtirir ve  bu yapısı da 

çinkonun en önemli kullanım alanını belirlemektedir. Çinko oksit (ZnO), çinko beyazı 

yada Çin beyazı olarak ifade edilir ve boya pigmenti olarak kullanılmaktadır. Ġlaveten 

çinkonun; bronz, demir, cam, kağıt yapımı, fungisitler, akü ve kauçuk-lastik sektörlerinde 

de kullanıldığı görülmektedir. Tıp alanında; kozmetik ürünler, antiseptikler ve insülin 
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preparatlarının hazırlanmasında da aktif olarak kullanıldığı bilinmektedir (Vural, 1993; 

Özdemir, 2008). 

1869`da Raulin tarafından yapılan çalıĢma sonucunda çinkonun Aspergillus niger`in 

büyümesi için gerekli olduğunu ilk olarak ifade edilmiĢtir. Ayrıca çinkonun 

mikroorganizmaların, bitkilerin ve hayvanların büyümesini geliĢmesini ve farklılaĢmasını 

sağlayan zorunlu bir element olduğu bildirilmiĢtir (McCall ve diğ., 2000; Choudhury ve 

Srivastava, 2001). 

Ayrıca çinkonun canlının geliĢimi, yumurta olgunlaĢması, deri fonksiyonu, yara iyileĢmesi, 

bağıĢıklık gücü ve protein, karbohidrat, yağ, nükleik asit sentezi ya da degradasyonu gibi 

çok sayıda görevleri olduğu belirtilmektedir. Aynı zamanda karbonik anhidraz, alkol 

dehidrojenaz, ve karboksipeptidaz gibi 70`den fazla metaloenzim fonksiyonu için ko-

enzim bileĢeni olarak görev yapmakta, DNA bağlı proteinlerin de temel bileĢenini 

oluĢturmakta ve tRNA sentetaz da çinkoya bağımlıdır. Fizyolojik oranlarda bulunan çinko 

ise  Cd, Hg, Pb ve Sn gibi diğer ağır metal iyonlarının toksik etkilerini azaltmada önemli 

rol oynamaktadır (Glasfeld ve Schimmel, 1997; Özdemir, 2008). 

Çinkonun yüksek miktarları birden çok önem arz eden fonsiyonları etkisi altına alan 

inhibitördür. Aynı zamanda çinko bakteri ve mitokondrilerin elektron taĢıma sisteminin 

potansiyel inhibitörüdür. Yine toksik etkisininde Cd, Hg, Pb, Cu, Ni ve Co gibi diğer 

metallerle kıyaslandığı zaman daha düĢük olduğu bildirilmektedir (Choudhury 

veSrivastava, 2001; Özdemir, 2008). 
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2. KAYNAK ARAġTIRMASI 

“Petrol ve Türevleri Ġle KirlenmiĢ Topraklardan Aromatik Hidrokarbonları ve Petrolü 

Parçalayabilen Bakterilerin Ġzolasyonu ve Bazı Özelliklerinin Belirlenmesi” baĢlıklı 

tezimde faydalandığım ulusal ve uluslararası literatürden çalıĢma konumuzla yakından 

ilgili olan araĢtırmalar tarih sırasına göz önüne alınarak aĢağıda özetlenmiĢtir. 

Christova ve diğ., (2004)  hidrokarbonun kirletmiĢ olduğu endüstri alanlarında yapmıĢ 

oldukları bir çalıĢmada; bakterinin izole edilmesinde tek karbon kaynağı %2 n-hekzadekan 

içeren mineral salt besiyerini tercih etmiĢlerdir. SaflaĢtırma iĢleminden sonra tek koloniler 

100 ml`lik erlenlerin içinde zenginleĢtirici olarak %2 n-hekzadekan yada n-parafin içeren 

10 ml`lik besiyerlerine aktarılıp inkübasyona bırakılmıĢtır.  Bu çalıĢma sonucunda yeni bir 

suĢ olarak bildirilen Renibacterium salmoninarium 27BN VĠTEK sistemi, biyokimyasal ve 

fizyolojik testler ile tanımlaması yapılmıĢ olup biyosürfektan üretebildiği de belirlenmiĢtir. 

Üretilen biyosürfektanın ise Pseudomonas aeuroginosa suĢu için spesifik özellikte olan 

RLL ve RRLL iki ramnolipitini ürettiği kromotografi ve kızılötesi spektrofotometre 

analizleri sonucunda belirlendiği bildirilmiĢtir. 

Mersin ilinde bulunan rafineri alanlarından alınan toprak örnekleri M9 minimal 

besiyerinde (zenginleĢtirilerek) inkübasyona bırakılmıĢ ve inkübasyon sonucunda 

Pseudomonas (ARP) cinsine ait olduğu belirlenen 50 alt türün izolasyonu gerçekleĢmiĢtir.  

Bu çalıĢmada MM9 agar besiyerinde en iyi üreyen ARP26 ve ARP28 numaralı suĢlar 

biyodegradasyon testlerinde kullanılmıĢtır. Bu amaçla yapılan çalıĢmada; phenantrene`nin 

yedi günlük üremesinin sonunda ARP26 no‟lu suĢta %93, ARP28 no2lu suĢta %98 

oranında ayrıĢmasının (parçalanma) olduğu bildirilmiĢtir. Ayrıca ARP26 ve ARP28 no‟lu 

izolatların herikisinde de 26kb`lık phenanthrene degredasyonundan sorumlu bir plazmidin 

bulunduğu tespit edilmiĢtir (Coral ve Karagöz, 2005). 

Yapılan araĢtırmalar incelendiğinde; Drop Collapse metodu biyosürfektan üretimini tespit 

etmek için hızlı bir yöntem olarak karĢımıza çıkmaktadır. AraĢtırıcılar Drop 

Collapseyöntemini Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis`in biyosürfektan 

üretimlerini göstermek amacıyla kullanmıĢtır. Drop Collapse yöntemi sıvı kültürde 

ramnolipit varlığını belirlemek uygulanmıĢtır. Bu yöntemde; mikroplate kuyucukları 

mineral yağ ile kaplandıktan sonra eklenen süpernatantda biyosürfektan üretimi var ise 

mineral yağ çözülerek süpernatantın kuyucukta yayıldığı görülür ancak süpernatant 
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biyosürfektan bulundurmuyorsa mineral yağın çözülmediği süpernatantın ise damla 

halinde kadığı bildirilmiĢtir. Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis suĢlarının 

süpernatantlarının yayıldığı görülmüĢtür. Bu yayılmanın ise biyosürfektan varlığını 

belirlediği ifade edilmiĢtir (Tuğrul ve Cansuar, 2005). 

Hunterve diğ., (2005) tarafından üç ve daha fazla benzen halkası içeren pyrene (Pyr) ve 

benzo[a]pyren (BaP) gibi molekül ağırlığı yüksek poliaromatik hidrokarbonları parçalama 

özelliği gösteren bakterilerin izolasyonu araĢtırılmıĢtır. PAH‟ın bulaĢmıĢ olduğu 

topraklardan Bacillus subtilis türü izole edilmiĢ ve yağ asidi metil ester analizi ile teĢhisi 

yapılmıĢtır. Ayrıca izolatın biyodegradasyon kapasitesini belirlemek amacı ile pyrene, 1-

aminopyrene ve 1-hidroksipyrene`in her birinin 33μg/ml‟lik konsantrasyonundaki geliĢimi 

gözlenmiĢtir. Sonuç olarak;  pyrene yada benzo[a]pyrene`in 20μg/ml`sinde 30 
0
C` de 4 

günlük üremesi takibinde Bacillus subtilis`in pyrene`i % 40 ve benzo[a]pyrene`i %50 

oranında parçalayabildiği tespit edilmiĢtir. Yapılan araĢtırma Bacillus subtilis`in 

poliaromatik hidrokarbonları parçalaması ile ilgili ilk olma özelliğindedir. ÇalıĢma 

sonucunda dönüĢen ara ürünlerin bileĢiklere oranla zehirli (toksik) olup olmadığının 

yanısıra Bacillus subtilis`in pyrene veya benzo[a]pyrene`i karbondioksit ve suya kadar 

parçalayabilme özelliğininde belirlenmeye çalıĢılmıĢtır  

Das ve Murkherjee (2007) tarafından Kuzey Doğu Hindistan`da petrol ile kirletilmiĢ 

topraklardan alınan örneklerle yapılmıĢ olan bir incelemede sonucunda; Bacillus subtilis 

DM-04, Pseudomonas aeruginosa M ve Pseudomonas aeruginosaNM suĢları izole edilmiĢ 

ve bu izolatların ham petrol hidrokarbonlarını kullanabilme yateneklerinin olduğuda tespit 

edilmiĢtir. Yine Pseudomonas aeruginosa M, Pseudomonas aeruginosa NM ve Bacillus 

subtilis suĢları ham petrolle bulaĢmıĢ toprak ile muamele edilerek 120 günlük inkübasyon 

süresinin akabinde kontrol toprağı ile kıyaslama yapıldığında bakterilerle bulaĢtırılan 

toprakta toplam petrol hidrokarbonları seviyesinde düĢüĢ olduğu sonucuna varıldığı 

bildirilmiĢtir. Ayrıca Bacillus subtilis suĢuna göre Pseudomonas suĢlarının besiyerindeki 

toplam petrol hidrokarbonlarını parçalama yeteneğinin fazla olduğu ilaveten de izolatların 

biyosürfektan üretme kapasitesinin de olduğu tespit edilmiĢtir. ÇalıĢma neticesinde 

araĢtırıcılar; Bacillus subtilis DM-04 ve Pseudomonas aeruginosa M ve NM suĢlarının 

doğal ortamlarda biyoremediasyonda etkin olarak kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir. 

Cd, Co, Cu, Mn, Zn ve Ni`e elementlerine karĢı termofilik yapıdaki Geobacillus toebii 

subsp. decanicus, Bacillus thermantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus ve Geobacillus 
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thermoleovorans sub.sp. stromboliensis türlerinin toleranslarını belirlemek amacıyla 

minimum inhibisyon konsantrasyonlarının ölçümü yapılmıĢtır. Bu amaçla kullanılan metal 

konsantrasyonları (mM) olarak belirlenmiĢtir ve 72 saatlik üreme (inkübasyon) sonrasında 

minimum inhibisyon yoğunlukları belirlenerek kaydedilmiĢtir. ÇalıĢma neticesinde; 

bakterileri metal dirençlikleri açısından değerlendirildiğinde her bir metal için en direnç 

olanda en duyarlı olana doğru sıralama Ģu Ģekilde bir sıralama yapılmıĢtır; Bacillus 

thermoantarcticus için; Mn>Co>Cu>Ni>Zn>Cd, Anoxybacillus amylolyticus için; 

Mn>Co>Zn>Ni>Cu>Cd, Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis için; 

Mn>Ni>Cu>Co>Zn>Cd ve Geobacillus toebii sub.sp. decanicus için; 

Mn>Ni>Cu>Zn>Co>Cd (Özdemir, 2008). 

Diğer bir çalıĢmada ise Yılmaz (2008); süt fabrikasının atık sularından 5 farklı türde 

bakteri izolasyonuyapmıĢ ve bu izolatlardan 3 tanesinin biyosürfektan ürettiğini 

gözlemlemiĢtir. Elde edilen izolatların biyosürfektan üretme yeteneğini Drop Collapse 

metodu ile belirlemiĢ ve bu özellikteki bakteriler ise Yarrowia lipolytica, Micrococcus 

luteus ve Burkholderia cepacia olarak teĢhis edilmiĢtir. Bu türlerden elde edilen 

biyosürfektanlar sırasıyla BS-I, BS-II ve BS-III Ģeklinde isimlendirilmiĢtir. Daha sonraki 

aĢamada ise bu izolatlardan elde edilen biyosürfektanları bitki patojeni olan Fusarim 

cinsine ait Fusarium avenaceum ATCC 200466, Fusarium graminearum ATCC 15624, 

Fusarium inflexum ATCC 32211 ve Fusarium heterosporium ATCC 15625 türleri 

üzerinde antifungal etkileri görmek amacıyla da kullanmıĢtır. ÇalıĢma sonunda 

biyosürfektanların funguslara karĢı antifungal etkiye sahip oldukları belirlenmiĢ ve en fazla 

fungal etkiyi BS-III numaralı biyosürfektanın gösterdiği tespit edilmiĢtir. 

Rafineri bölgesindeki atık sularından izole edilen bakteriler ile Yalçın (2008) tarafından 

yapılan bir araĢtırmada biyosürfektan üretimi ve hidrokarbon degradasyonu çalıĢılmıĢtır. 

Elde edilen izolatlarınPseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas 

putida ve Burkholderia cepacia Ģeklinde tanısı yapılmıĢtır. Drop Collapse metodu ile 

izolatların biyosürfektan üretme yeteneği araĢtırılmıĢ ve tümünün biyosürfektan ürettikleri 

gözlemlenmiĢtir. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas 

putida ve Burkholderia cepacia türlerinin ürettiği biyosürfektanlar BS-I, BSII, BS-III ve 

BS-IV Ģeklinde isimlendirilmiĢtir. ÇalıĢmada biyosürfektan üretiminde rafineri atık suyu 

hidrokarbon kaynağı olarak kullanılmıĢ olup; biyosürfektan üretiminde uygun olan 

Ģartların ayarlanması amacıyla da pH, azot kaynağı, karbon kaynağı ve EDTA varlığının 

etkisi de belirlenmiĢtir. Ġzolatlar üretmiĢ oldukları BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV 
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biyosürfektanlarının yapısı FTIR analizi, karbonhidrat, protein ve lipid testleri ile birlikte 

emülsiyon testi, yüzey gerilimi, antimikrobiyal ve hemoliz aktivite testleri yapılmıĢtır. Elde 

eilen suĢlar rafineri atık suyu ile 10 gün 35
0
C`de inkübe edilmiĢ bu esnada belirli 

aralıklarla alınan numunelerde biyosürfektan üretimi ve hidrokarbon parçalaması 

gözlenmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında BS-I, BS II, BS-III ve BS-IV için sırası ile 712, 536, 

448 ve 356 mg/L`lik biyosürfektan üretimi tespit edilmiĢtir. Rafineri atık su içeriğinde 

yeralan hidrokarbonların biyodegredasyonunda Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 

fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia türleri kullanılmıĢ ve 

sırasıyla%79.2, %54.0, %69.5 ve %40.2 oranlarında parçalanmanın olduğu bildirilmiĢtir. 

Kaya (2008) yapmıĢ olduğu çalıĢmada; Tekirdağ ilinde endüstriyel atıkla kirlenmiĢ Çorlu 

deresinden ve Batman ilinde petrolle kirlenmiĢ topraklardan toplam 26 adet bakteri 

izolasyonunu gerçekleĢtirmiĢtir. Daha sonraki aĢamada ise; izolatlara 5
0
C ve 42

0
C`de 

geliĢme, denitrifikasyon, oksidaz, jelatin ve niĢasta hidrolizi, pigmentasyon testleri 

uygulanmıĢ ve izolatların protein profilleri çıkarılarak benzerlik oranları tespit edilmiĢtir. 

Ayrıca Basal Mineral Salt Medium besiyerinde üreterek izolatların biyosürfektan üretme 

yetenekleri araĢtırmıĢ ve en yüksek miktarda ramnolipit üreten P. aeruginosa 78 ve 99 

suĢları ile, 393 mg/mL ile yüksek miktarda ekzopolisakkarit (EPS) üreten P. stutzeri T3 

türünü çalıĢmalarda kullanmak amacıyla belirlemiĢtir. Yine ramnolipit üreten P. 

aeruginosa 78 ve P.  aeruginosa 99 suĢlarının kritik misel yoğunluk miktarlarını 115 mg/L 

ve 130 mg/L olarak tespit etmiĢtir. pH ve sıcaklıktaki değiĢimlerde ramnolipitlerin 

etkinliklerinin yüksek olduğu gözlenmiĢtir. Aynı zamanda ramnolipid üreten suĢların EPS 

üretimlerininde yüksek olduğunu fakat EPS üretimi en yüksek olan P. stutzeri T3 suĢunun 

ramnolipid gibi yüzey aktif bir madde üretmediği tespit bildirilmiĢtir. Son olarak da  

EPS`nin besiortamının yüzey gerilimini etkilemediği belirlenmiĢtir. 

Liu ve diğ., (2005), tarafından yapılan çalıĢmada, dizel atıkları parçalayabilme yeteneğine 

sahip üç bakteri suĢu (Alcaligenes piechaudii CC-ESB2, Gordonia hirsuta CC-GH1ve 

Rhodococcus ruber CC-RR1) petrol kontamine olmuĢ bir bölgeden izole edilmiĢ ve  

hidrokarbonları parçalama özellikleri test edilmiĢtir. Ġzolatların petrol parçalayıcı 

özelliklerinin araĢtırılması amacıyla; oksijen ihtiyacı, tuzluluk toleransı, yüzey aktivitesi, 

yüzey hidrofobik özelliği, emülsifikasyon aktivitesi, yüzey geriliminin azaltılması gibi 

çeĢitli özellikleri de araĢtırılmıĢtır. 
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Zhao ve Wong (2009) termofilik bir bakteri olan Acinetobacter calcoaceticus BU03 

suĢunu petrol ile kirlenmiĢ topraktan izole ettikleri çalıĢmalarında karbon kaynağı olarak 

napthalene yada hexadecane içeren Bushnell Hass besiyeri kullanmıĢtır. Elde edilen 

izolatın biyosürfektan üretimi, onun yüzey gerilimi üzerine etkisi araĢtırılmıĢ ve ham 

biyosürfektanın Du-Nouy Tensiometer cihazıyla ölçümü yapılmıĢtır. Neticede üretilen 

biyosürfektanın poliaromatik hidrokarbonların parçalama oranını arttırma potansiyeline 

sahip olduğunun gözlendiği bildirilmiĢtir.  

BaĢka bir çalıĢmada ise; Katar`ın Umm-Saied kentinde bulunan sanayii bölgeleri 

civarından elde edilen toprak numunelerinden poliaromatik hidrokarbon parçalayabilme 

özelliği gösteren bakterilerin izolasyonu yapılmıĢtır. ZenginleĢtirme maddesi olarak tek 

karbon ve enerji kaynağı naphthalene, phenanthrene ya da anthracene içeren besiyeri 

kullanılarak izolasyon yapılmıĢ ve elde edilen bakteri izolatları morfolojik, fenotipik ve 

moleküler metodlar ile tanımlanmıĢtır. PAH bileĢiklerinin konsantrasyonlarına göre 

izolatların büyüme gösterdiği tespit edilmiĢtir. Ayrıca izolatların büyümeleri sırasında 

ortam renginde farklılıklar gözlenmiĢ ve bu durumun izolatların farklı metabolitler 

üretmesi sonucunda gerçekleĢebileceği yorumunu yapmıĢlardır. Yine izolatların 

araĢtırması yapılan üç farklı poliaromatik hidrokarbonuda parçalayabileceği bildirilmiĢtir. 

16S rDNA gen sekansına dayanan tanılarına göre izolatların; Pseudomonas geniculata ve 

Achromobacter xylosoxidans olduğubelirlenmiĢtir. Poliaromatik hidrokarbonlarla 

kirletilmiĢ topraklarda bunları parçalayabilen bakterilerin çeĢitli popülasyonlarının 

bulunduğu ve toprakta yer alan bakterilerin bu kirlenmiĢ alanların biyoremediasyonu amacı 

ile kullanılabileceği ifade edilmiĢtir (Al-Thani ve diğ., (2009). 

Sevgi ve diğ., (2010) tarafından Mersin ili Kazanlı endüstri bölgesinden alınan toprak 

örneklerinden 272 adet Pseudomonas spp. ve 161 Bacillus spp. izolasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan toprak analizlerinde örneklerde Cr, Cu, Ni, Co, Cd ve Zn  gibi 

altı çeĢit ağır metale rastlanılmıĢtır. Ġzolasyonu yapılan bakterilerin %73,9`u Cr`a, %26`sı 

Ni`e, %18,4`ü Zn`ya, %11,5`i Cd`a, % 9,2`si Co`a ve %7,3`ü Cu`a karĢı direnç gösterdiği 

tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢmada yüksek MTC oranları (Maximum tolerable metal 

concentrations);  Cr için 2mM, Ni için 3mM ve Zn ile Cu için 5mM olarakbelirlenmiĢtir. 

Aynı zamanda Cu, Cr, Zn ve Ni`e karĢı dirençli olan Pseudomonas spp. izolatlarında 1,8, 

2,1 ve 28kb büyüklüğünde olan ortak plazmidlerin bulunduğubildirilmiĢtir.  



 
 

33 
 

Petrol rafinerisinin ham petrolle kirletilmiĢ bölgelerinden alınan toprak örnekleri 2.4-

dinitrotoluen (2.4-DNT) ile zenginleĢtirilen MM9 besiyerinde inkübasyona bırakılmıĢ ve 

15 adet bakteri izole edilmiĢtir. 10 gün 30 °C`de inkübasyon süresi sonrasında en iyi 

Ģekilde üreyen izolatın 16S rRNA/DGGE metodu kullanılarak identifikasyonu yapılmıĢ ve 

bu izolat Arthrobacter chlorophenolicus olarak belirlenmiĢtir (Küce, 2010). 

Eraydın-Erdoğan (2010) tarafından yapılan çalıĢmada; Batman, Adana ve Adıyaman`nın 

petrol ile kirlenmiĢ topraklardan alınan örneklerden 33 adet bakteri izole edilmiĢ ve 

bunların ön tanımlaması, taksonomik sınıflaması, Mikrobiyal Tanılama Sistemi (MIS) 

analizi, oksidaz ve %3 KOH testleri uygulanmıĢtır. Ham petrol içeren besiyerinde hem iyi 

üreme gösteren hemde ham petrolü parçalama yeteneği yüksek olan 6 bakteri izolatı 

belirlenmiĢtir. Tanılama sonucunda izolatların; Pseudomonas aeruginosa (2suĢ), 

Pseudomonas putida biotype A (2suĢ), Citrobacter amalonaticus-GC subgroup A, 

Acinetobacter genomospecies türleri olduğu tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmanın son aĢamasında 

ise besi ortamında en iyi geliĢmeyi gösteren 6 adet bakteri suĢu petrol ile kirlenmiĢ toprağa 

aĢılanarak 120 gün inkübasyona bırakılmıstır. Ġnkübasyon sonunda uygulanan toprakta 

izolatların % 56 oranında petrolü ayrıĢtırdığının tespit edildiği bildirilmiĢtir.  

Hindistan`ın Himachal Pradesh kentinde beĢ farklı akaryakıt istasyonundan petrolle 

kirlenmiĢ topraklardan izole edilen bakterilerin anthracene parçalama yeteneklerine 

bakılmıĢ ve bunun için  % 0,1  anthracene ve % 0,5 pepton ile zenginleĢtirilmiĢ Basal Salt 

Medium besiyeri kullanılmıĢtır. Pepton miktarı 0,25g ve 0,1g`dan 0,0 grama kadar 

düĢürülmüĢ ve bu besiyerinden 76 adet bakteri izole edilmiĢ bunlardan 5 adetinin ise 

anthracene direnç yeteneğinin olduğu tespit edilmiĢtir. Tanımlaması yapılan Pseudomonas 

sp. türünün anthracene parçalayabilme kapasitesi % 74,8 olarak saptanmıĢ ve bu izolatın 

cefadroxil ve ampicilline antibiyotiklerine karĢı  dirençli olduğu da belirlenmiĢtir (Kumar 

ve diğ., 2010). 

Mirdamadian ve diğ., (2010) tarafından petrol ile kirlenmiĢ topraklardan izole edilen 

Pseudomonas, Rhodococcus, Micrococcus ve Bacillus genuslarına ait türlerden, petrol ve 

bazı aromatik hidrokarbonların varlığında büyüme yeteneği gösteren 5 tanesi 

belirlenmiĢtir. Biyodegradasyon yetenekleri ve büyüme oranları; ham petrol, hafif yağ, 

anilin+katekol, naftalin ve toluen ilaveli zenginleĢtirilmiĢ besiyerinde belirlenmiĢ ve 

neticede bu türlerin çevrede zehir etkisi gösteren çeĢitli aromatik hidrokarbonları 

parçalayabildiği tespit edilmiĢtir. Aynı zamanda bu türlerin plazmit profilleri belirlenerek 
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bunların farklı kültürlerde biyodegredasyon yapma yeteneğine sahip olan plazmidler ile 

ilgili olduğuda bildirilmiĢtir. 

Chile`nin Valparaiso bölgesinden ham petrol ile kirletilmiĢ topraklardan alınan 

örneklerden hidrokarbon parçalayan bakterilerin izolasyonu, tek karbon kaynağı olarak 

ham petrol ile zenginleĢtirilmiĢ Bushnell Haas besiyeri kullanılarak yapılmıĢtır. Ġzolatların 

biyokimyasal ve 16S rRNA gen sekans analizlerine göre; Pseudomonas, Acinetobacter ve 

Kocuria genusuna ait türler olduğu belirlenmiĢtir. Yine çalıĢmada toluen/ksilen bozunma 

yolu catechol 2,3-dioxygenase enzimini kodlayan xyIE geni Acinetobacter, Kocuria ve 

Pseudomonas genuslarında tespit edilmiĢtir. Aynı zamanda Acinetobacter radioresistens 

ve Acinetobacter calcoaceticus suĢlarının tek karbon kaynağı olarak n-hexadecane`ı 

substrat olarak tercih ettiği Pseudomonas stutzeri türünün ise naphthalene`de iyi bir Ģekilde 

geliĢtiği gözlenmiĢtir. Bunun dıĢında izolatların  nikel, civa, kurĢun, bakır ve kadmiyum 

metallerine karĢı bakteriyal tolerans kabiliyetleri belirlenmiĢ ve A. radioresistens ve A. 

calcoaceticus türlerinin hidrokarbon ile kirlenmiĢ alanlarla yoğun olarak bulunan bakır ve 

kadmiyum metallerine karĢı dirençli oldukları belirtilmiĢtir ÇalıĢma sonuçları 

incelendiğinde ise; Acinetobacter türlerinin hidrokarbonları  parçalamada oldukça önem 

arzeden suĢlar olduğu ve ağır metallere karĢı da direnç yeteneğine sahip olduğunun 

saptandığı bildirilmektedir (Mendez ve diğ., 2010). 

Hidrokarbonla kirletilmiĢ bölgelerden izolasyonu yapılan bakterilerden biyosürfektan 

üretme yeteneği bulunanlar Ramos ve diğ., (2010) tarafından  belirlenmiĢtir. Yine 

izolatların biyosürfektan üretebilme yetenekleri „„Drop Collapse‟‟ yöntemi ile belirlenmiĢ 

ve toplam 324 adet izolattan 17 tanesinin biyosürfektan ürettiği gözlemlenmiĢtir. 

Biyosürfektan üretme yeteneği belirlenen 3 izolat dıĢında diğerlerinin Pseudomonas 

cinsine ait olduğu diğer üç izolatın Acinetobacter, Bacillus ve Rhodococcus cinsinlerine ait 

olduğu belirlenmiĢtir. ÇalıĢma sonunda; mikrobiyal biyosürfektanlar arasındaki moleküler 

yapı farklılığı değerlendirildiğinde biyosürfektanların biyoremediasyon, çözünebilir 

deterjan yada endüstride farklı uygulama alanlarında kullanılabileceği ifade edilmiĢtir. 

Hemalatha ve Veeraminakan (2011), Hindistan‟ın Tamil Nadu bölgesinin Chennai 

Ģehrinde petrol ile kirlenmiĢ alanlarından aldıkları toprak örneklerinden Flavobacterium 

spp. VePseudomonas spp. türlerinin izolasyonunu yapmıĢlardır. Ġzolatların benzen, 

hekzan, naftalin ve ksilen gibi aromatik hidrokarbonları parçalama yetenekleri ve 

parçalama sırasında uygun pH ve optimum üreme sıcaklıklarıbelirlenmiĢtir. AraĢtırmacılar; 
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Flavobacterium spp. 2, Pseudomonas spp. 1 &2 için optimum Ph‟yı7 olarak belirlerken 

Flavobacterium spp. 1 & 2 ve Pseudomonas spp. 1 & 2 için optimum sıcaklığı ise 40
0
C ile 

45 
0
C olarak tespit etmiĢlerdir. 

Escherichia fergusonii KLU01 suĢunun petrol ile kirlenmiĢ topraklardan izolasyonu 

Sriram ve diğ., (2011) tarafından yapılmıĢtır. Dizel yakıtı tek karbon ve enerji kaynağı 

olarak kullanarak güçlü lipopeptit karakterde biyosürfektan üretebilen, hidrokarbonları 

parçalayabilen, ağır metal direnci olan bir tür olarak tespit edilmiĢtir. Ürettiği 

biyosürfektanın minimum aktif dozu ve kritik misel konsantrasyonu sırasıyla 0,165 ± 0,08 

µg ve 36 mg/ L dir ve iyi bir çözücü olmasına rağmen ekstrem sıcaklık, pH ve NaCl, 

CaCl2, ve MgCl2`nin değiĢik yoğunluklarında kararlı bir yapı sergilediği gözlenmiĢtir. 

Yine çalıĢmada bakterinin demir, manganez, nikel, kurĢun, çinko ve bakır elementlerine 

karĢı direnç göstermesinin yanında bu suĢun potansiyel çevresel endüstri çalıĢmalarında, 

genellikle hidrokarbon parçalama ve ağır metal biyoremediasyonunda, biyosürfektan 

üreticilerinin yeni bir sınıfını ortaya çıkardığı gözlenmiĢtir. 

Çin`in Shandong eyaletinde Jinan Petrol Rafinerisinde kirletilmiĢ topraklardan 

poliaromatik hidrokarbonları parçalayan JY3A kodlu bakteri izole edilmiĢ ve izolatın 16S 

rDNA sekans analizi, DNA-DNA iliĢkisi ve yağ asidi analizlerine ek olarak fizyolojik 

özelliklerinin incelenmesi sonucu Bacillus vallismortis türü olduğu belirlenmiĢtir.  Ayrıca 

bu türün Gram pozitif, endospora sahip olduğu, hareketli, aerob, katalaz ve oksidaz pozitif, 

hücrelerin ise 0,8-1,0 μm geniĢliğinde ve 2,0-2,5 μm uzunluğunda, tek veya çift bazı 

zamanlarda ise zincir Ģeklinde bulunduğu tespit edilmiĢtir. AraĢtırmaya göre; B. 

vallismortis JY3A suĢunun tek karbon kaynağı olarak phenanthrene, naphthalene, 

anthracene, fluorene, pyrene, benzene, toluene, methanol, phenol, ethanol, Tween 80, 

cyclohexane yada catechol`u kullandığı belirtilmiĢtir. Aynı zamanda bu suĢun tek baĢına % 

0,5 (w/w) Tween 80`de 15 gün süresince150 ppm olan baĢlangıç konsantrasyonunda 

pyrenin %90,5 „lik kısmını degrade ettiği bildirilmiĢtir (Ling ve diğ., 2011). 

Cezayir`de ham petrol ile kirletilmiĢ topraklardan biyosürfektan üretme yeteneği olan 

Staphylococcus sp. 1E suĢunun Eddouaouda ve diğ., (2011) tarafından  izolasyonu 

yapılmıĢtır. Biyosürfektan üretimi yüzey gerilimi ölçümü yapılarak değerlendirilmiĢtir. Bu 

tür için en iyi substratın ham petrol olduğu bildirilmiĢtir. Yine bu türün ürettiği 

biyosürfektanın besiyeri yüzey gerilimini 30 dynes cm
-1

 aĢağıya çekdiği ifade edilmiĢ ve 

bu biyosürfetanın Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve 
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Bacillus subtilis gibi hastalık yapıcı bakterilere karĢı antibakteriyel aktivitesinin olduğu 

gözlendiği bildirilmiĢtir. Neticede üretilen biyosürfektanın hidrokarbonla kirletilmiĢ 

alanların biyoremediasyonunda kullanılabilir özellikte olduğu araĢtırıcılar tarafından 

tavsiye edilmektedir. 

Çelikdemir (2012), EskiĢehir`de hidrokarbonlar ile kirlenmiĢ sanayi bölgesinden alınan 

toprak öreneklerinden 70 adet bakterinin izolasyonunu yapmıĢtır. Ayrıca izolatların 

biyosürfektan üretme özellikleri Drop Collapse metodu tespit edilmiĢtir. Bu 

çalıĢmadaizolasyonu yapılan bakterilerden 33 tanesinin biyosürfektan üretebildiği 

görülmüĢtür. Biyosürfektan üreten en iyi 5 izolatının Mineral Salt Medium besiyerinde 

inkübasyonu yapıldıktan sonra yüzey gerilimlerine bakılmıĢ ve 71,1 mN/m yüzey 

gerilimindeki saf su kontrolüne göre 33,6 mN/m olarak ölçülen yüzey gerilimi değeri ile 

D1 kodlu izolat etkin üretici olarak tespit edilmiĢtir.  Biyosürfektan üreten bu izolat 

içinoptimizasyon çalıĢmaları yapılmıĢ ve uygun karbon kaynağı glikoz deriĢiminin 20g/L, 

azot kaynağının NH4Cl ve azot miktarının 25 g/L, etkin C:N oranının ise 2:2,5 (w/w) 

olduğu belirlenmiĢtir. Son olarak 16S rRNA sekans sonuçlarına göre biyosürfektan üreten 

bu izolatın  %99 benzerlik oranıyla Gordonia amicalis olduğu kanısına varılmıĢtır. 

Barauni petrol rafinerisinden alınan toprak örneklerinden BP10, NJ2 ve P2 olarak 

isimlendirilmiĢ 3 farklı suĢun izolasyonu Singh ve diğ., (2013) tarafından yapılmıĢtır. 

Ġzolatların MSM besiyerinde pyrene‟in biyolojik parçalama kapasitelerine bakılmıĢtır. 

ÇalıĢmada, 50μg/ml pyrene içeren MSM besiyerinde 8 günlük inkübasyon sonucunda 

geliĢen izolatlar arasında NJ2 adlı izolat %60 pyrene parçalama oranı ile iyi parçalayıcı 

olduğu görülmüĢ ve onu %44 parçalama oranı ile BP10‟un takip ettiği belirlenmiĢtir. En 

düĢük parçalama oranı ise %42 ile P2 olarak kodlanan izolata aittir.  

Uçucu petrol hidrokarbonları, toplam petrol hidrokarbonları, toplam alkil benzenler ve 

poliaromatik hidrokarbonlar ile kirlenmiĢ topraklardan Benedek ve diğ., (2013) tarafından 

örnekler alınarak bakteriyal populasyonların uzun süreçteki etkileri tespit edilmiĢtir. Bu 

araĢtırmada poliaromatik hidrokarbonların miktarının artması sonucu hydrocarbonoclastic 

bakterilerin çeĢitliliğinin fazlalaĢtığıbildirilmiĢtir. Bu veri α-,  β-,  γ- Proteobakterler, 

Aktinobakterler, Flavobacterler ve Bacil sınıflarının bulunup tanımlanmasıyla da destek 

bulmuĢtur. Uçucu petrol hidrokarbonları ve toplam alkil benzenlerinin yüksek 

konsantrasyonlarının Aktinobakter izolatlarının baskın olarak bulunmasında etkili olduğu 

varsayılmaktadır. Netice itibariyle poliaromatik hidrokarbonların bulaĢtığı topraklarda 
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bunların konsantrasyonlarının bakteri türlerinin çeĢitliliği ile negatif bir korelasyonun 

olduğu ifade edilmiĢtir. Yoğun miktarda poliaromatik hidrokarbonlarla kirlenmiĢ 

topraklarda β-, γ- Proteobakterleri ve Aktinobakterleri temsil eden türlere rastlanıldığı 

bildirilmektedir. 

Valsala ve diğ., (2014) tarafından yapılan çalıĢmada dizel yakıt ile kirlenmiĢ topraklardan 

numuneler alınmıĢ ve 50mg/L pyrene içeren zenginleĢtirilmiĢ Basal Salt Medium 

besiyerinde izolasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen izolatın16S rRNA gen sekans 

sonucuna göre; Staphylococcus nepalensis olduğu tespit edilmiĢtir. Yine izolatın pyrene 

parçalanmasında aĢamasında kullanılacak pH, sıcaklık ve temas süresi gibi çeĢitli 

değiĢkenlerin optimizasyonu yapılmıĢtır. AraĢtrıcılar ayrıca pyrene`in parçalanma hızını 

arttırmak için farklı yoğunluklarda glukoz ve sukroz gibi karbon kaynaklarını denemiĢler 

ve S. nepalensis`in 30 
0
C ve pH:8‟de beĢ günlük inkübasyonu neticesinde en yüksek 

oranda parçalandığı belirlenmiĢtir. Sonuç olarak; besi ortamına %4 glukoz ve %2 sükroz 

eklendiğinde bakterinin en yüksek oranda çoğaldığı ve pyrene‟nin parçalanmaverimininde 

yüksek olduğu bildirilmiĢtir. 

Poliaromatik hidrokarbonları parçalayabilme yeteneğine sahip  mikrobiyal bir birliğin 3, 4 

ve 5 benzen halkasına sahip poliaromatik hidrokarbonlar üzerindeki toleransları Zafra ve 

diğ., (2014) tarafından araĢtırılmıĢtır. Yapılan incelemede ham petrol ile kirlenmiĢ 

topraklardan mantar ve bakteri türleri izole edilmiĢ ve bunların morfolojik ve moleküler 

tanıları sonucunda; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Scedosporium, 

Acremonium mantar genusları ile Pseudomonas, Klebsiella, Bacillus, Enterobacter, 

Streptomyces, Stenotrophomonas, Kocuria ve Delftia genuslarına ait türler olduğu tespit 

edilmiĢtir. Aynı zamanda izolatların phenantrene, pyrene ve benzo[a]pyrene gibi değiĢik 

poliaromatik hidrokarbonlara karĢı toleransları incelenmiĢtir. Ġzolatların 0-6000 mg/L`ye 

kadar poliaromatik hidrokarbon konsantrasyonlarındaki üreme ve çoğalma yetisi de 

gözlemlenmiĢtir. Trichoderma asperellum H15, Aspergillus nomius H7, Aspergillus flavus 

H6, Pseudomonas aeruginosa B7, Klebsiella sp. B10 ve Stenotrophomonas maltophilia 

B14 no‟lu izolatların poliaromatik hidrokarbonların 6000mg/L yoğunluğuna kadar oldukça 

toleranslı davrandıkları saptanmıĢtır. PAH tolerans yeteneğine sahip toplam 12 adet sahip 

mantar ve bakteri türünün 14 gün inkübasyonu sonucunda phenantrene‟ın %87,76‟sını, 

pyrene‟in %48,18‟ini ve benzo[a]pyrene‟in %56,55‟ ini kirlenmiĢ topraklarda ayrıĢtırdığı 

saptanmıĢtır. ÇalıĢma sonunda biyoremediasyon için yüksek bir potansiyele sahip olan 

mikrobiyal parçalama birliğinin yüksek molekül ağırlığına sahip poliaromatik 
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hidrokarbonlar ile kirletilmiĢ alanların arındırılmasında faydalı olabileceği 

düĢünülmektedir. Ayrıca bu çalıĢma, düĢük konsantrasyonlar ile yapılan çalıĢmalar ile 

karĢılaĢtırıldığında poliaromatik hidrokarbon bileĢiklerinin ekstrem konsantrasyonlarına 

oldukça fazla toleranslı olan ilk mikrobiyal birlik (bakteri ve fungus) çalıĢması olma 

özelliği taĢımaktadır. 

Prakash ve diğ., (2014) tarafından yapılan araĢtırmada; Hindistan`ın Meerut bölgesinde 

petrol ile kirlenmiĢ topraklardan petrol hidrokarbonlarını parçalayabilme teteneğine sahip 

bakterilerin izolasyonu, karakterizasyonu ve değerlendirilmesi yapılmıĢ ve bu alanlardan 

elde edilen türlerin biyokimyasal testler ve 16S rDNA sekans analizi sonucunda Bacillus 

sp., Pseudomonas sp., ve Micrococcus sp. cinslerine ait olduğu bildirilmiĢtir. Yine 

araĢtırmaları sonucunda; izolatların dizel, benzen, anthracene, toluen ve naphthalene gibi 

petrol hidrokarbonlarını parçalama özelliği gösterdiğini de belirlemiĢlerdir. Aynı zamanda 

bunlar arasından seçilen türler ile bir bakteri birliği hazırlanmıĢ ve bu karıĢımın petrol 

hidrokarbonlarını parçalama potansiyeli tespit edilmiĢ ve izolatlardan Pseudomonas sp. 

APHP9‟ın diğer suĢlara oranla daha iyi parçalama performansının olduğu saptanmıĢtır. 

Benzen ve toluenin ise en iyi  bakteri birliği tarafından parçalandığı bildirilmiĢtir. ÇalıĢma 

sonucunda; Bacillus sp. APHP6, Pseudomonas sp. APHP9, Pseudomonas sp. APBP1, 

Micrococcus sp. APIO4 ve bakteriyal birliğin benzen yoğunluklarında sırasıyla %54.8,  

%60.2, %40.9, %32.5 ve %66.2 parçalanma sağladığı ve dizel konsantrasyonunda ise 

sırasıyla %61.2, %68.4, %53.7, %39.3 ve %75.5 oranlarında parçalanmanın olduğu 

belirtilmiĢtir. 

Mujahid ve diğ., (2015) tarafından Karachi bölgesinden petrol ile kirlenmiĢ toprak 

örneklerinden izole edilen bakteriler incelenmiĢtir. Hidrokarbonları parçalayabilme 

yeteneğine sahip bu bakterilerin naphthalene, xylene, phenanthrene, anthracene ve 

biphenyl vb. aromatik hidrokarbonları da parçalayabildikleri görülmüĢtür. Bu çalıĢmada, 

ham petrol içeren zenginleĢtirilmiĢ Bushnell Hass besiyeri kullanılarak 12 adet bakteri 

izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢ ve tamamının hidrokarbonları parçalayabildikleri ifade 

edilmiĢitir. Bu türlerden özellikle Pseudomonas sp.SA044`ün kullanılan beĢ 

hidrokarbonuda parçalayabildiği tespit edilmiĢtir. Bu araĢtırma sonucunda elde edilen 

Burkholderia sp., Ralstonia sp., Stenotrophomonas sp., Micrococcus sp. ve Staphylococcus 

sp. türlerinin üç yada daha fazla aromatik hidrokarbonu parçalayabildikleri bildirilmiĢtir. 
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Hindistanın Sivasagar Ģehrinde Lakowa petrol alanından Patowary ve diğ., (2015) ham 

petrol ile kirlenmiĢ toprak örnekleri alınarak bakteri izolasyonu yapılmıĢ ve 16S rDNA gen 

sekans analizine göre izolat Pseudomonas aeruginosa KS3 olarak teĢhis edilmiĢtir. Yine 

bu suĢun poliaromatik hidrokarbonları parçalama kapasitesine bakılmıĢ ve biyosürfektan 

üretebilme yeteneği de besiyerinin yüzey gerilimi ölçülerek belirlenmiĢtir. ÇalıĢma 

sonucunda; yerli ve biyosürfektan üretme yeteneğine sahip olan bu türün toplam petrol 

hidrokarbonlarının parçalanmasında oldukça yüksek bir potansiyelenin olduğu 

bildirilmiĢtir. Buna ilaveten bu türün ham petrol örneğinde bulunan16 PAH arasından 8 

tanesini de parçalayabildiğinin tespit edildiği belirtilmiĢtir. Ayrıca bu tür tarafından 

üretilen biyosürfektanın biyokimyasal ve FTIR analizi neticesinde glikolipit yapıda olduğu 

ifade edilmiĢtir. 

Gupta (2016) tarafından yapılan bir çalıĢmada ise; petrol ile kirlenmiĢ topraklardan 

MJAG1501, MJAG1502, MJAG1503, MJAG1504 ve MJAG1505 kodları verilen 5 

bakterinin izolasyonu yapılmıĢtır. Bu izolatlar 10 gün boyunca %5 oranında motor yağı 

içeren Mineral Salt Medium besiyerinde inkübe edilmiĢ ve büyümeleri, petrol parçalama 

potansiyelleri ile protein profilleri belirlenmiĢtir. Bu izolatlardan sadece MJAG1505 kodlu 

olan inkübasyon süresince en fazla büyümeyi sağlamıĢ ve protein konsantrasyonununda 

oldukça yüksek olduğu tespit edilmiĢtir. Yine çalıĢmada kullanılmıĢ motor yağının karbon 

ve enerji kaynağı olarak denenmesi sonucunda MJAG1505 kodlu izolatın bunu parçaladığı 

saptanmıĢtır. Ayrıca Bergey`s Manual`e göre bu izolatın Bacillus megaterium olduğu ifade 

edilmiĢtir. 

Phenanthrene parçalayan Massilia sp. WF1 suĢu Wang ve arkadaĢları tarafından (2016) 

poliaromatik hidrokarbonlar ile kirlenmiĢ topraklardan izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢ ve bu 

izolatın 20-35 
0
C sıcaklık ve pH 5,0-8,0‟de 25-400 mg/L oranında phenanthrene‟i 

parçalayabildiği bildirilmiĢtir. Ġlaveten bu suĢ 28 
0
C sıcaklık ve pH 6`da uygun koĢullarda 

iki gün inkübe edildiğinde phenanthrene`nin 100 mg/L`sini parçaladığı görülmüĢtür. 

Netice itibariyle phenanthrene parçalamada kullanılan laktik asit ile inhibe edildiği fakat 

karbon ve hidrojen kaynağı olarak verilen glikoz, sitrik asit ve süksinik asit tarafından 

desteklendiği gözlenmiĢtir. Massilia sp WF1 tarafından salisilik asit ve ftalik asitin 

kullanılmadığı ve phenanthrene parçalamasına belirli bir Ģekilde etkisinin olmadığı ifade 

edilmiĢtir. Sadece iki metabolit olan 1-hidroksi-2-naftoik asit ve ftalik asitin phenanthrene 

bozunmasında tanımlanması yapılmıĢtır. Phenanthrene`nin yaklaĢık % 27,7`si 1-hidroksi-

2-naftoik asite dönüĢürüldüğü ve ayrıca 1-hidroksi-2-naftoik asitin % 30,3 `ünün ise ftalik 
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asite metabolize edildiğinin gözlendiği bildirilmiĢtir. Sonuç olarak ftalik asit metabolik 

yolu bozulmuĢ olduğu ve salisilik asit metabolik yolunun ise Massilia sp. WF1 tarafından 

phenantrene bozunma sırasında dikkate alınmadığı belirtilmektedir. 

Nkem ve diğ., (2016) Malezya‟da Rhu Sepuluh'da bulunan Tarball bölgesinden iki yerli 

hidrokarbon parçalayan bakteri izole etmiĢlerdir. Fizyolojik özellikleri ve 16S rRNA gen 

dizisi analizi sonucunda bu bakterilerin Cellulosimicrobium cellulans DSM 43879 ve  

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 ile %99 benzerlik gösterdiği tespit edilmiĢtir.  Bu 

türlerin hidrokarbonları parçalayabilme yetenekleri tek karbon kaynağı olarak mazot yağı 

kullanılarak test edilmiĢtir. Minimal salt besiyerinde 32
0
 C'de 10 gün boyunca 

inkübasyondan sonraGC – MS kullanılarak yapılan analizler sonucunda C. cellulans‟ın 

dizel yağ alkanlarının  %64.4‟ ünü ve A. baumannii‟nin ise %58.1‟ini parçalayabildiği ve 

ortamın optik yoğunluğunun 0.967 (C. cellulans) ve 1.515 (A. baumannii) olduğu tespit 

edilmiĢtir. AraĢtırıcılar bu çalıĢma sonucunda Tarball‟dan elde edilen her iki yerli suĢun 

buradaki hidrokarbon bozundurucu bakterileri popülasyonunun bir parçası olduğunu ve 

suları kirleten petrol atıklarının biyodegredasyonunda da kullanılabilme potansiyelinin 

bulunduğunu bildirmiĢlerdir. 

Joy ve diğ., (2017) tarafından yapılan araĢtırmada; toplam 47 bakteri izole edilmiĢ ve Drop 

Collapse(DCM) ve yağ yayma (OSM), yönteminin kullanıldığı ilk tarama sonucunda 11 

tane güçlü yüzey aktif madde (biyosürfektan) üreten izolat belirlenmiĢtir. Hemolitik testi 

(HA), setil trimetil amonyum bromür (CTAB) deneyi, yüzey gerilimi (ST), 

emülsiyonlaĢma endeksi (E24) ve emülsiyonlaĢtırma aktivitesi (EA) 16S-rRNA dizilimi ve 

filogenetik analizi içeren ikinci tarama sonucunda izolatların; Achromobacter, Bacillus, 

Citrobacter, Lysinibacillus, Ochrobactrum ve Pseudomonas cinslerine ait olduklarının 

belirlendiği bildirilmiĢtir. Yine aynı araĢtırıcılar TLC, FT-IR ve GC-MS kromatogramları 

sonuçlarına göre; Achromobacter,  (PS1) (ilk kez gözlendi) ve Bacillus (SLDB1) 

cinslerinin glikolipid ürettiklerinin tespit edildiğini de bildirmiĢlerdir. 

Kaabi ve arkadaĢları (2018); hava ve toprak koĢullarının sıcaklık, UV radyasyonu ve 

tuzluluk açısından aĢırı olduğu petrol ile kirlenmiĢ üç endüstri bölgesinde yaptıkları 

çalıĢmada Bacillus cereus'un bakteri popülasyonuna hâkim olduğunu  ancak popülasyonun 

küçük bir kısmını ise Bacillus sonorensis ve Pseudomonas stutzeri türlerinin 

oluĢturduğunu bildirmiĢlerdir. Yine altı izolatın MALDI-TOF kütle spektrometrisi ile 

tanımlandığı ve Bacillus sonorensis'in moleküler teknikler kullanılarak ribotipleme ile de 
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doğrulandığı belirtilmiĢtir Sonuçların, özellikle Arap körfezinde petrol hidrokarbonlarının 

biyodegredasyonunda yani arındırılmasında (yerli izolatalrın kullanılmasının) uygulama 

bağlamında kilit öneme sahip olduğu bildirilmiĢtir. 

Hindistan‟ın Mathura petrol rafinerisi ve Mathura lastik atığı çöp sahasından (Qaiser Bagh, 

Lucknow, India) potansiyel PAH parçalayıcı bakterilerin bulunabileceği toprak 

örneklerinden Kumaria ve arkadaĢları (2018) tarafından örnekler alınarak izolasyon 

yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada, Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobactrum anthropi, 

Pseudomonas mendocina, Microbacterium esteraromaticum ve Pseudomonas aeruginosa  

türleri çoklu polisiklik aromatik hidrokarbonları parçalamak (PAH‟s) ham petrol içerisinde 

inkübe edilmiĢtir. AraĢtırıcılar sonuç olarak;  geliĢmiĢ bakteri konsorsiyumunun PAH‟ların 

temizlenmesinde (remediasyonu) önemli bir potansiyele sahip olduğunun saptandığını 

bildirmiĢlerdir. 
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3. MATERYAL VE METOD 

 

3.1. Materyal 

ÇalıĢmanın deney aĢamasında aĢağıda belirtilen materyaller kullanılmıĢtır. 

3.1.1. Materyal Örnekleri 

AraĢtırmada kullanılan toprak örnekleri 5-6 ġubat 2015 tarihinde; Mersin ili Kazanlı 

Bölgesi Karaduvar-Kazanlı mevkii Rafineri depolama alanından veçevresindenalınmıĢtır. 

Bu bölgelerdeki petrol ve petrol türevi atıklarla kirlenmiĢ alanlardan alınan toprak 

örneklerinden bakteriler izole edilmiĢtir. 
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Tablo3.1. Toprak Örneklerinin Alındığı Bölgeler 

 

Toprak Örnekleri 

 

Ġzolat No 

 

AlınanBölge 

 

1. Örnek 

 

FH 1-1, FH 1-2, FH 1-3, 

FH 1-4,  FH 1-5,FH1-6 

 

Petrol doldurma boĢaltma 

sahasından alınan numuneler 

 

3. Örnek 

 

FH 3-3, FH 3-4, FH 3-5, 

FH 3-7 

 

Petrol doldurma boĢaltma sahası 

kapı önü kısmından alınan 

numuneler 

 

5. Örnek 

 

FH 5-1, FH 5-2, FH 5-3, 

FH 5-4,  FH 5-5,FH 5-6 

 

Petrol doldurma boĢaltma sahası 

vana altı birikim kısmından alınan 

numuneler 

 

6. Örnek 

 

FH 6-1, FH 6-2 

 

 

Petrol doldurma boĢaltma sahası 

vana altı kenar kısmından alınan 

numuneler 

 

7. Örnek 

 

FH 7-2, FH 7-3, FH 7-4, 

 

Petrol doldurma boĢaltma sahası 

eski silo kısmından alınan 

numuneler 

 

8. Örnek 

 

FH 8-1, FH 8-2, FH 8-3, 

FH 8-5 

 

Kazanlı rafineri bölgesi hammadde 

depolama alanından alınan 

numuneler 

 

17. Örnek 

 

FH 17-1, FH 17-2, FH 17-4, 

FH 17-5,FH 17-6 

 

Eski Petrol boru hattı vana altı 

kısmından alınan numuneler 

 

18. Örnek 

 

FH 18-1, FH 18-2, FH 18-3, 

FH 18-4,FH 18-5, ,FH 18-6 

 

Eski Petrol boru hattı tarla 

kısmından alınan numuneler 
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Ham Petrol 

ÇalıĢmada kullanılan ham petrol Ġzmir Aliağa TüpraĢ Petrol Rafineri`sinden temin 

edilmiĢtir. 

3.1.2. Kontrol SuĢu 

ÇalıĢmada kontrol suĢu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 no`lu strain 

kullanılmıĢtır. 

3.1.3. Kullanılan Besiyerleri 

 

3.1.3.1. Nutrient Agar 

Alınan örneklerden bakterilerin izolasyonu ve +4 
0
C`de stoklanması için gerekli olan yatık 

agar besiyerinin hazırlamasında kullanılmıĢtır. 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

Peptone    5,0 

Meat ekstrakt    3,0 

Agar-Agar    12,0  

ÇalıĢmada hazır besiyeri kullanılmıĢ olup besiyerinden 20 gram alınarak 1 litre distile suda 

çözdürüldükten sonra besiyeri otoklavda(Nüve OT 40L)  steril edilmiĢve aseptik Ģartlarda 

steril petrilere dökülüp soğumaya bırakılmıĢtır. Akabinde besiyerlerinin kontaminasyonunu 

kontrol etmek amacıyla bir gece 37
0
C`de etüvde (Nüve EN 500) inkübe edilmiĢtir. 

3.1.3.2. Nutrient Broth 

Bakteri izolatlarının aktifleĢtirilmesi amacıyla kullanılan besiyeridir. 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

Peptone    5,0 

Meat ekstrakt    3,0 
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Hazır olan besiyerinden 8 gram alınarak1 litre distile suda çözdürüldükten sonra hazırlanan 

besiyerideney tüplerine eĢit miktarlarda dağıtımı sağlanmıĢtır. Daha sonra besiyeri deney 

tüplerinin içerisinde otoklavdasteril edilmiĢtir. 

3.1.3.3. Tryptic Soy Agar (TSA) 

Tryptic Soy Agar (TSA), az üreyen bakteri izolatlarının daha iyi bir üreme sağlayabilmesi 

amacıyla kullanılmıĢtır. 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

Peptone from casein   15,0 

Peptone from soymeal  5,0 

Sodium chloride   5,0 

Agar-Agar    15,0 

Yapılan çalıĢmada hazır besiyeri kullanılmıĢ olup,besiyerinden 40 gram alınarak 1 litre 

distile suda çözdürüldükten sonra besiyeri otaklavda steril edilmiĢtir. Steril edilen besiyeri 

aseptik Ģartlarda steril petrilere dökülerek kontaminasyonu kontrol etmek için amacıyla bir 

gece 37
0
C`de etüvde inkübasyona bırakılmıĢtır. 

3.1.3.4. Tryptic Soy Broth (TSB) 

Bakteri izolatlarının zenginleĢtirilmesi amacıyla ve aynı zamanda az üreme gösteren 

izolatların daha iyi geliĢebilmesi için kullanılmıĢtır. 

 

Maddeler    Miktar (g/L) 

Peptone from casein    17,0 

Peptone from soymeal   3,0 

D (+) Glucose monohydrate   2,5 

Sodium chloride    5,0 

di-Potasyum hydrojen phosphate  2,5 

ÇalıĢma sırasında hazır besiyerinden 30 gram alınarak 1 litre distile suda çözdürüldükten 

sonra besiyeri deney tüplerine dağıtılarak otoklavdasteril edilmiĢtir. 

 



 
 

46 
 

3.1.3.5. ZenginleĢtirilmiĢ Besiyeri (Ham Petrol Ġçeren) 

Alınan toprak örnekleri ham petrol ile zenginleĢtirilmiĢ besiyerine eklenerek,hampetrolü 

karbon kaynağı olarak kullanabilen bakterilerin izolasyonuyapılmıĢtır. 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

KNO3     1,0  

MgSO4    0,2 

NaCl     0,1 

CaCl2     0,1 

K2HPO4    1,0 

Yukarıda verilen içerik 1 litre distile su ile çözülerekbu besiyerine %1 oranında Ham 

petrol:Triton-X-100 emülsiför (1:1) eklenmiĢtir. Bu besiyeri otoklavda steril edildikten 

sonra içerisineham petrol ilave edilmiĢtir(Rojas ve diğ.,1999; Eraydın-Erdoğan, 2010). 

3.1.3.6. Mueller Hinton Agar 

Ġzolatların ağır metal ve antibiyotik dirençlilik düzeylerinin belirlenmesi amacıyla 

kullanılmıĢtır. 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

Infusion from meat   2,0 

Casein hydrolysate   17,5 

Starch     1,5 

Agar-Agar    13,0 

Hazır besiyerinden 34 gram alınarak 1 litre distile suda çözdürüldükten sonrasteril edilerek 

aseptik Ģartlarda petrilere dökülüp soğumaya bırakılmıĢtır. Daha sonra kontaminasyonunu 

kontrol etmek amacıyla bir gece 37
0
C`de etüvde inkübe edilmiĢtir. 

3.1.3.7. Mineral Salt Medium (MSM) Besiyeri 

Mikroorganizmaların biyosürfektan üretime yeteneklerinin belirlenmesi amacıylaZhang ve 

arkadaĢları tarafından önerilen MineralSalt Medium (MSM) besiyeri kullanılmıĢtır (Zhang 
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ve Miller, 1992; Zhang ve Miller, 1994). Mineral Salt Medium bileĢenlerinin 

içeriğiaĢağıda belirtilmiĢitir (Yalçın, 2008). 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

NaNO3     4,0 

NaCl     1,0 

KCl     1,0 

CaCl2.2H2O    0,1 

KH2PO4    3,0 

Na2NPO4.12H2O   3,0 

MgSO4    0,2 

FeSO4.7H2O    0,001 

FeCl3.6H2O    0,008 

ZnSO4.7H2O    0,75 

CoCl2.6H2O    0,08 

CuSO4.5H2O    0,075 

MnSO4.H2O    0,5 

H3BO3     0,15 

Na2MoO4.2H2O   0,05 

MSM besiyeri pH: 6.8 (Hanna HI 2211) olarakayarlanmıĢ ve 121
0
C`de30 dakika otoklavda 

steril edilerekkullanılmıĢtır. 

3.1.3.8. Stok Besiyeri 

ÇalıĢmada elde edilen izolatların uzun süre muhafaza edilmesi amacıyla %20 oranında 

gliserol içeren TSB (Tryptic Soy Broth) hazırlanarak ağzı kapaklı eppendorf tüplerine 

yaklaĢık 1.5 ml aktarılarak 121°C`de 15dk. otoklavda steril edilmiĢtir. 

3.1.4. ÇalıĢmada Kullanılan Boyalar 

 

3.1.4.1. Kristal Viyole 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

Kristal Viyole    2,0  
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Amonyum Oksalat   0,8  

Etil Alkol (% 95)   20 ml 

Distile Su     80 ml 

Ġzolatların boyanması amacıyla, 2g kristal viyole ve 20ml % 95`lik etil alkol içerisinde 

çözdürülmüĢtür. Ayrıca 0,8g amonyum oksalat 80 ml distile suda çözdürülmüĢ ve bu iki 

çözelti karıĢtırılarak kullanılmıĢtır (Temiz 2010). 

3.1.4.2. Safranin  

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

Safranin    0,5  

Etil Alkol (% 95)     10 ml 

Distile Su           100 ml 

AraĢtırmada kullanılan Safranin etil alkol içerisinde eritildikten sonra distile suda 

çözülmüĢtür (Temiz 2010). 

3.1.5. Tampon ve Çözeltiler 

 

3.1.5.1. Lugol Çözeltisi (Gram Ġyot Çözeltisi) 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

Ġyot     5,0 

Potasyum iyodit    10,0 

Distile Su    100 ml 

30 ml distile su içerisindepotasyum iyodit çözüldükten sonra çözeltiye iyot eklenerek 

çözelti hacmi 100 ml`ye tamamlanmıĢtır (Temiz, 2010). 

3.1.5.2. KOH Çözeltisi (%3`lük) 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

KOH     3,0 

Distile Su    100ml 

KOH distile su içerisinde çözülerek hazırlanmıĢtır. 
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3.1.5.3. %3’lük H2O2 Çözeltisi  

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

% 30`luk H2O2   10 ml 

Distile Su    90 ml 

Konsantre hidrojen peroksit solüsyonundan (%30‟luk) 10ml alınarak 90 ml distile su ile  

%3 oranında seyreltilerek hazırlanmıĢtır. 

3.1.5.4. Serum Fizyolojik 

 

Maddeler   Miktar (g/L) 

NaCl     9,0  

Distile Su    1000 ml 

Serum fizyolojik hazırlamak amacıyla;9 gram sodyum klorür, 1000 ml distile su içerisinde 

çözdürülmüĢ ve otoklavda steril edildildikten sonra steril tüplere dağıtılarak kullanıma 

hazır hale getirilmiĢtir. 

3.1.5.5. Gliserol 

Elde edilen izolatların uzun süreli muhafazasını sağlamak amacıyla stok 

besiyerininhazırlanmasında kullanılmıĢtır. 

3.1.5.6. Mineral Yağ 

Ġzolatların biyosürfektan üretme yeteneklerinin belirlenmesinde kullanılmıĢtır. 

3.1.6. Kullanılan Antibiyotikler 

Ġzolatların antibiyotik dirençlilik seviyelerinin belirlenmesi amacıyla kullanılan 

antibiyotikler Bioanalyse markası olup kısaltılmıĢ adları, antibiyotik isimleri ve grupları, 

içerisinde bulunan antimikrobiyal madde oranıile etki mekanizmalarıTablo 3.2`de 

belirtilmiĢtir. 
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Tablo 3.2. Antibiyotiklerin Grupları ve Etki Mekanizmaları (Akkan, 2009) 

 
 

Kısaltma Ġsmi 

 

Antibiyotikler 

 

Grubu 

 

Etki Mekanizması 

 

NA, 30 μg 

 

Nalidixic Acid 

 

Kinolin 

 

DNA giraz (topoizomeraz II) enzimi 

inhibitörüdür. 

 

 

IPM, 10 μg 

 

Imipenem 

 

Karbapenem 

 

Bakteri duvarındaki penisilin bağlayan 

proteinlerden PBP- 1 ve PBP- 2`ye 

bağlanırlar. En geniĢ spektrumlu beta 

laktam antibiyotiktirler. 

 

 

CTX, 30 μg 

 

Cefotaxime 

 

Sefalosporin 3 

 

Bakteri hücre duvar sentezini inhibe eder. 

 

GM, 10 μg 

 

Gentamicin 

 

Aminoglikozit 

 

Protein sentezini inibe eder. 

 

E, 15 μg 

 

Erythromycin 

 

Makrolid 

 

Bakteri ribozomlarının 50S alt birimindeki 

23S tRNA bağlanarak, aynı yere tRNA`nın 

bağlanmasını ve dolayısıyla peptid yan 

zincirin uzamasını önlerler. 

 

 

  TE,30 μg 

 

Tetracycline 

 

Tetrasiklin 

 

30S alt birimine bağlanarak tRNA`nın 

bağlanmasını ve peptid zincirinin 

uzamasını önlerler. 

 

 

CIP, 5 μg 

 

Ciprofloxacin 

 

Florokinolin 

 

DNA giraz enzimini inhibe ederler. 

 

 

C,30 μg 

 

Chloramphenicol 

 

Kloramfenikol 

 

50S ribozomunu etkileyerek peptidil 

transferaz etkinliğini azaltırlar. 

 

AM, 10 μg 

 

Ampicilin 

 

Aminopenisilin 

 

Bakteri hücre duvar sentezini inhibe eder. 

 

F/M, 300 μg 

 

Nitrofurantoin 

 

Nitrofurantoin 

 

Bakteride piruvattan asetilkoenzim A 

oluĢmasına engel olurlar. 

 

 

3.1.7. ÇalıĢmada Kullanılan Ağır Metaller 

AraĢtırmada kullanılan tüm ağır metallerin 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 

konsantrasyonları hazırlanarak sterilizasyon iĢlemi 0,2μm çapında steril filtre ile 

yapılmıĢıtır. Ağır metal dirençliliğinin belirlenmesinde kullanılan metallerin moleküler 

formülleri aĢağıda verilmiĢtir (Tablo 3.3). 
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Tablo 3.3. Ağır Metallerin Moleküler Formülleri 
 

Ağır Metal Tuzları 

 

CoCl2 6H2O 

 

MnCl2 2H2O 

 

ZnSO4 7H2O 

 

HgCl2 

 

3.2. Metod 

 

3.2.1. Bakterilerin Ġzolasyonu 

Toprak örnekleri Mersin ili Kazanlı bölgesi, Karaduvar mevkii petrol depolama alanı ve 

çevresinden alınmıĢtır. Bakterileri izole etmek amacıyla; alınan 10 gr toprak örneği, (1 g 

KNO3, 0,2 g MgSO4, 0,1 g NaCl, 0,1 g CaCl2,1 g K2HPO4içeren) 1 L besiyerine %1 

oranında ham petrol: Triton-X–100 emülsiför (1:1) ilaveedilerekzenginleĢtirilmiĢ besiyeri 

hazırlanmıĢtır. Daha sonra toprak örnekleri, hazırlanan 100 ml`lik besiyerlerinde3 gün süre 

ile 28
0
C`de 180 dev/dak.`da çalkalayıcı inkübatörde (MAXQ 4450)inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Üçüncü günsonunda ise bu besiyerlerinden 10 ml alınarak tekrar taze 

besiyerlerine aktarılma iĢlemi yapılmıĢ ve bu iĢlem iki kez tekrarlanmıĢtır (toplam 3 

inkübasyon).En son inkübasyon örneklerinden0,1ml alınarak nutrient agar 

içerenpetrilereekilmiĢ ve inkübasyona bırakılmıĢtır.Ġnkübasyon sonunda üreyen plaklar 

binoküler mikroskop (Novex P-20)ile incelenerek değiĢik koloni yapısısergileyen bakteri 

izolatları seçilmiĢ ve saflaĢtırma iĢlemi yapılmıĢtır.En son aĢamada ise elde edilen izolatlar 

tanımlamada ve sonraki çalıĢmalarda kullanılmak amacıyla stoğa alınmıĢtır (Rojas-

Avelizapa ve diğ., 1999; Eraydın-Erdoğan, 2010). 
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Resim 3.1. Petrol depolama alanı, dolum-boĢaltım siloları çevresi 
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Resim 3.2. Ham petrol içeren steril besiyerleri 

 

Resim 3.3.Toprak örneği ilave edilmiĢ ham petrol içeren besiyerleri 
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Resim 3.4. Çalkalayıcı inkübatör 

 

Resim 3.5. Steril taze besiyerlerine aktarım 
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Resim 3.6. Üçüncü inkübasyon iĢlemi sonrasındaki besiyerleri 

 

  

Resim 3.7. Ġzolasyon iĢlemi (çizgi ekim)  Resim 3.8. Saf kültür iĢlemi 
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ġekil 3.1. Toprak Örneklerinden Bakterilerin Ġzolasyonu ve SaflaĢtırma Basamakları 

 

3.2.2. Ġzolatların Muhafaza Edilmesi 

AktifleĢtirilmesi amacıyla Nutrient broth besiyerinde 18 saat inkübe edilen izolatlar daha 

sonra Nutrient agar besiyerine inoküle edilmiĢ ve 37°C`de 18 saat süre ile inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Bu besiyerlerinde geliĢen kültürlerden birer koloni alınarak %20`lik gliserol 

içeren TSB`li besiyerine ekim yapılmıĢtır. 

Bu stok tüpleri -80°C`de (Nüve DF 490) muhafaza edilmiĢ ve izolatlar altı ayda bir 

aktifleĢtirilerek tekrarmuhafaza edilmiĢtir. 

3.2.3. Ġzolatlara Uygulanan Morfolojik Testler 

 

3.2.3.1. Kültür Özellikleri 

Bakteriler geliĢimlerini sağlayacak besin ve mineral madde içeriğine sahip katı 

besiyerlerinde geliĢtirildiklerinde kendilerine özgü koku, renk ve Ģekillerde geliĢim 

gösterme yeteneğine sahiptirler. Bu özellikler mikroorganizmaların genetik kontrolü 

altında kalıtılmakta olup türün özelliğine bağlı olarak değiĢiklik göstermektedir. Çıplak 

gözle görülen geliĢim özellikleri mikroorganizmaların mikroskop kullanılmadan 
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tanınmasının ve tanılanmasının ilk basamağını oluĢturmasından dolayı önem arz 

etmektedir (Hasenekoğlu ve YeĢilyurt, 2001; Bal, 2012) . 

Elde edilen izolatlarının kültürel özelliklerini belirlemek amacıyla katı besiyerlerindeki saf 

kültürler kullanılmıĢtır.Kültür özelliklerin belirlenmesi amacıyla izolatlar katı besiyerlerine 

3-4 faz çizgi ekim yapılarak inkübasyona bırakılmıĢ ve koloni oluĢumları gözlemlenmiĢtir. 

Daha sonra oluĢan bu koloniler binoküler mikroskopla incelenerek üstten görünüĢleri, 

koloni yüksekliği, koloni kenar Ģekilleri ve koloni rengi belirlenmiĢtir (Temiz, 2010; BarıĢ, 

2008; Orhan, 2013). 

3.2.3.2. Gram Boyama Özellikleri 

Gram boyama yöntemi ile bakterilerin hücre duvarlarındaki farklığın ortaya çıkarılmasının 

sağlanması amaçlanmıĢtır. Gram boyama iĢlemini yapmak için 18-24 saat boyunca 

Nutrient agarda üreyenkültürlerden preparatlar hazırlanmıĢtır(yaĢlı kültürlerden yanlıĢ 

sonuçlar alınabileceğinden;Gram pozitif bakteriler Gram negatifmiĢ gibi 

değerlendirilebilir).Hazırlanan bu preparatlar kurutulup fikse edildikten sonra kristal viyole 

ile muamele edilmiĢ ve 1 dakika bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda bol saf su ile kristal viyole 

yıkanarak uzaklaĢtırılmıĢtır. Bu basamakta ise yıkanan preparatlar lugol (Gram iyot 

çözeltisi) solüsyonu ile kaplanarak 1 dakika süre ile muamele edilmiĢtir (iyot mordant 

olarak görev yapmaktadır). Bir sonraki aĢamada lügol solüsyonu akıtılmıĢ ve preparat bol 

su ile yıkanmıĢtır.Elde edilen preparatın % 96`lık etil alkol ile muamele edilerek 10-15 

saniye boyunca alkolde boya giderimi gerçekleĢtirilmiĢtir. Preparatlar ardından saf su ile 

yıkanmıĢtır. Bu iĢlemden sonra preparatlar safranin boyası ile muamele edilerek 30-45 

saniye beklemeye bırakılmıĢtır. Bu sürenin bitiminde preparatlar saf su ile yıkanmıĢtır. 

Boyama iĢlemi bittikten sonra preparatlar kurutma kağıdı kullanılarak kurutulmuĢtur. En 

son aĢamada ise ıĢık mikroskobunun 100x objektifi (preparatlar üzerine immersiyon yağı 

damlatılarak) ile bakteriler incelenmiĢtir. Mikroskop ile yapılan inceleme sonucunda mor 

renkte görülen bakteriler Gram pozitif olarak değerlendirilir iken pembe renkte görülen 

bakteriler ise Gram negatif olarak belirlenmiĢtir (Temiz, 2010). 

3.2.3.3. KOH Testi (%3’lük) 

Bu test Gram boyama yöntemini desteklemek amacıyla yapılmaktadır. Bu yöntem; Gram (-

) bakterilerin %3`lük KOH muamelesi ile hücre duvarının parçalanmasısonucunda  
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sitoplazma ve DNA`nın açığa çıkmasından dolayı viskoz yapının oluĢması esasına dayanır 

(Sezen, 2015). 

Steril bir lam üzerine 1 damla %3`lük potasyum hidroksit çözeltisi damlatılarak üzerine 

Nutrient agar da geliĢtirilen24 – 48 saatlik bakteri kültürlerinden bir öze dolusu alınarak 

konulur ve bir cam çubuk yardımıyla homojenize edilir.Bu oluĢan süspansiyonda cam 

çubuğu çekince bir uzama gözleniyor ise KOH pozitif, uzama gözlenmiyor ise KOH 

negatif olarak belirlenmiĢtir. Sonuç olarak uzama gözlemlenen izolatların Gram (-) olduğu 

kabul edilmiĢtir  (Bal,  2012; Orhan, 2013; Hündür, 2015 ). 

3.2.3.4. Hareketlilik Testi 

Bakterilerin bazıları flagella olarak bilinen organelleri yardımıyla aktif olarak hareket etme 

yeteneğindedirler. Ancak hareketin belirlenmesi daha çok flagella yapısınıntesbiti ile 

değilde hareketin gözlenmesi ile olmaktadır (Ġpek-Erbey, 2015). 

ÇalıĢmamızda hareketin belirlenmesi yarı katı besiyeri kullanılarak tespit edilmiĢtir. Bu 

amaçla; cam tüplerin içerisinde %0,4–0,5 agar içeren nutrient agar besiyerine iğne uçlu öze 

kullanılarak dik bir Ģekildedibe kadar düz bir hat boyunca ekim yapılarak 24-48 saat 32 

°C`de inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon iĢlemi sonucunda, inokülasyon yapılan hattan 

sağa ve sola doğru bir dallanma var ise yada  agarın içine doğru bir yayılma söz konusu ise 

bakteri hareketli, besiyerinin yüzeyinde ve inokülasyon hattı boyunca bir üreme 

gözlemlenir ise, sağa ve sola doğru bir dallanma yok isebakteri hareketsiz olarak kabul 

edilmiĢtir (Çelebi, 2012; Öğütcü ve Algur, 2014). 

 

Resim 3.9. Hareketlilik testine göre (+) ve (-) sonuç veren örnekler ve kontrol grubu 

Kontrol Pozitif 

+ 

Negatif  -

- 

Pozitif 

+ 

Negatif  -

- 
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3.2.4. Bakterilerin Biyokimyasal Testleri 

 

3.2.4.1. Katalaz Testi 

Çoğunlukla aerobik ve fakültatif anaerobik bakterilerde bulunankatalaz enzimi, ortamda 

bulunan hidrojen peroksiti su ve oksijene parçalamaktadır. Katı veya sıvı besiyerinde 

üretilen bakteri kültürüne H2O2 ilave edildiğinde, serbest oksijenin gaz kabarcıkları 

Ģeklinde gözlemlenmesi, hidrojen peroksitin ayrıĢtığını buradan yola çıkarak da ortamdaki 

bakteride katalaz enziminin varlığını göstermektedir (Temiz, 2010). 

ÇalıĢmamızda yatık nutrient agar`da 30°C`de 24 saat üretilmiĢ kültürlerin üzerine %3` lük 

1ml H2O2 çözeltisi damlatılmıĢ ve gaz kabarcıklarının çıkıp çıkmadığı kontrol edilmiĢtir. 

Sonuçta gaz kabarcıklarının çıkması pozitif olarak kabul edilmiĢtir (Gerhardt, 1981; Tamer 

ve diğ. 1989; Temiz, 1994). 

3.2.4.2. Oksidaz Testi 

Bu test ile bakterilerin, elektron transferinde bulunan sitokrom c proteinine sahip olup 

olmadıkları tespit edilmiĢtir. Sitokrom c proteini (oxidaz c), solunum mekanizmasında 

görev yapmakta ve elektron transfer sisteminde, maddeleri birinden diğerine indirgeme 

reaksiyonuyla hücresel enerji (ATP) oluĢumuna neden olmaktadır. Test aslında bakterinin 

sitokrom-c oksidaz enzimine sahip olması durumunda, bu enzimin reaksiyona girmesi 

sonucu mavi renk oluĢturması esasına göre çalıĢmaktadır. Eğer bakteride sitokrom c 

proteini var ise substrat ile reaksiyona girerek mavimsi mor bir renk oluĢumu gözlemlenir 

(Harley and Prescott, 2002; Adıgüzel, 2006). 

Bu enzimin belirlenmesi amacı ile bir parça filtre kağıdı Tetrametil-p-fenilendiamin-

diklorür`ün %1`lik solüsyonundan birkaç damla ile ıslatılmıĢtır. Daha sonra24 

saatliknutrient agar kültüründen bir öze dolusu bakterialınarak filtrekağıdının üzerine 

homojen bir Ģekilde yayılmıĢtır. Sonuç olarak 10 saniye içerisinde mavi-menekĢe bir 

renkoluĢumu gözleniyor ise test pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. Bu testte kullanılan 

solüsyon günlük olarak hazırlanmıĢtır  (Gerhardt, 1981). 
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3.2.5. MALDI-TOF-MSYöntemi 

Ġzolatların tür tayinleri; T.C. Sağlık Bakanlığı Türkiye Halk Sağlığı Kurumu, 

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarları‟nda yaptırılmıĢtır. 

3.2.5.1.Direk Transfer Örnek Hazırlama Yöntemi 

1. Biyolojik madde (örneğin: tek bir bakteri kolonosi) ince bir film olarak, doğrudan 

MALDI plakası üzerindeki spota aktarılmıĢtır. 

2. Örnek olarak 1µL Bruker HCCA solüsyonu ile kaplanmıĢtır. 

Not: Bruker HCCA içeren kapaklı tüpün, kullanımından sonra, solvent buharlaĢmasını 

en aza indirgemek için sıkıca kapatıldığından emin olunmalıdır.  

3. Matris kaplanmıĢ olan örnek oda sıcaklığında kurutulur. Sonuçta homojen bir 

preparasyon gözlenmelidir. 

3.2.5.2. Uygulama Alanı 

Bruker HCCA, HCCA matriks solüsyonlarının kolay ve uygun biçimde hazırlanmasın 

imkan verir. Matriks, standart solventte çözünür, kullanımı kolay ve 0,7‟den 20kDa‟na 

kadar peptitler ve proteinlerin yüksek hassasiyetle MALDI-TOF MS ile ölçümüne imkan 

verir.  

3.2.5.3. Bruker HCCA Çözünme ĠĢlemi 

Gerekli Kimyasallar ve Malzemeler  

Bruker HCCA‟nın çözünmesi için tavsiye edilmiĢ olan Sigma-Aldrich (≠19182)‟den 

standart solvent (asetonitril %50, su %47.5 ve trifloroasetik asit %2.5) kullanılmıĢtır. 

3.2.6. Antibiyotik Dirençlilik Testi 

Ġzolatların antibotik dirençliliği; Mueller Hinton besiyerinde disk difüzyon yöntemi ile 10 

farklı antibiyotik  kullanılarak belirlenmiĢtir. 

Yöntemde kullanılan antibiyotikler;  Ampicilin (AM, 10 μg), Nalidixic acid (NA, 30 μg),  

Chloramphenicol ( C, 30 μg), Tetracycline (TE, 30 μg), Nitrofurantoin (F/M, 300 μg), 

Gentamicin (GM, 10 μg), Imipenem (IPM, 10 μg),  Ciprofloxacin (CIP, 5 μg), 

Cefotaxime(CTX, 30 μg) ve Erythromycin (E, 15 μg)`dir. 
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Bu testte referans suĢu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 kullanılmıĢtır 

(NCCLS, 1997). 

Nutrient broth besiyerlerinde aktifleĢtirilmiĢ izolatlar 0,5 McFarland`a ayarlanarak Mueller 

Hinton agara yayma ekim yapılmıĢtır. Daha sonra antibiyotik diskleri pens kullanılarak 

ekim yapılan besiyeri üzerine belirli aralıklarla yerleĢtirme iĢlemi yapılmıĢtır. Bu iĢlem 

tamamlandıktan sonra petriler 24 saat 37
0
C`de inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyondan 

sonra antibiyotik disklerinin etrafında oluĢmuĢ olan zonların çapları ölçülerek 

belirlenmiĢtir. 

3.2.7. Ağır Metal Dirençlilik Testi 

Ġzolatların ağır metal dirençlilik düzeylerinin belirlenmesinde well-difüzyon yöntemi 

kullanılarak oluĢan  zon çapları belirlenmiĢtir (Nithya ve diğ., 2011). Yapılan ön çalıĢmada 

düĢük konsantrasyonlarda iyi sonuç alınamadığı için ağır metal konsantrasyonları 5mM, 10 

mM, 15 mM ve 20 mM olarak tesbit edilmiĢtir. Belirtilen metallerin sulu çözeltileri steril 

filtreden (PTFE 0, 2 μm çapında) geçirildikten sonra besi ortamına eklenmiĢtir. Kullanılan 

metallerin molekül formülleri CoCl2.6H2O,  ZnSO4.7H2O,  MnCl2.2H2O ve HgCl2` dir. 

Aynı zamanda kontrol amacıyla mikroorganizma olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 standart suĢu kullanılmıĢtır. ÇalıĢma sonucunda izolatların kontrol suĢunun direnç 

değerinden daha yüksek oranda direnç değeri göstermeleri dirençli olarak kabul edilmiĢtir. 

Ġzolatların ağır metal dirençliliğini belirlemek amacıyla bakteri izolatları ekilmiĢMueller 

Hinton Agarlı besiyerlerindesteril içi boĢ 6 mm ağız çapında küçük bir metal aparat 

kullanılarak kuyucuklar açılmıĢtır. Kullanılan metal aparatın ilk olarak ağız kısmı etil alkol 

ile muamele edilmiĢ sonrasında alevden geçirilerek starilizasyon iĢlemi tamamlanmıĢtır. 

Sonrasında aparat dik bir Ģekilde besiyerinin dibine kadar daldırılarak kendi ekseni 

etrafında hafif bir Ģekilde sağa sola döndürülmüĢ ve agarlı besiyeri dairesel Ģekilde 

kesilmiĢtir. ĠĢlem tamamlandıktan sonra kesilen agarlı besiyeri aparatın içine geçer ve 

aparat ile uzaklaĢtırılarak besiyerinde kuyucukların açılma iĢlemi tamamlanır (Temiz, 

2010). 

Petrilerdeki besiyerinde ortada kontrol ve yanlarında ikiĢer paralel olmak üzere 5 adet 

kuyucuk açılmıĢtır. Kuyucukların her ikisine aynı madde konularak çalıĢma ikiĢerli 

tekerrür halinde devam etmiĢtir. Bir numara ile belirtilen plağa 5mM ve10 mM ağır metal 

solüsyonları ile kontrol amaçlı çözücü madde konulmuĢtur. Ġkinumaralı plağa ise 15mM ve 
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20mM ağır metal solüsyonları konulmuĢ ve yine aynı Ģekilde orta kısmına kontrol amaçlı 

çözücü madde eklenmiĢtir. Bu iĢlemden sonra plaklar 37
0
C`de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıĢ ve inkübasyon sonucunda oluĢan zon çapları ölçülerek tesbit edilmiĢtir. 

3.2.8. Ġzolatların Biyosürfektan Üretme Yeteneklerinin Tesbiti Ġçin Ekim ve 

Kültürasyon 

Biyosürfektan üretimini tesbit etmek için modifiye edilmiĢ bir yöntemle ekim ve 

kültürasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Stok olarak hazırlanmıĢ kültürlerden Tryptic Soy Broth 

besiyerine ekim yapılarak kültürler tekrar aktifleĢtirilmiĢtir. AktifleĢtirmiĢ olan izolatlar 

Mineral Salt Medium besiyerine 1/20  (v/v) oranında olacak Ģekilde sterilkoĢullarda ekim 

yapılmıĢtır. Ġzolatların inkübasyonu 35
0
C` de 10 gün süre ile 150 rpm döngüsel çalkalama 

hıznda çalkalamalı inkübatörde (Thermo MAXQ 4450) tamamlanmıĢtır (Yalçın, 2008). 

3.2.9. Ġzolatlarda Biyosürfektan Varlığının Belirlenmesi 

Ġzolatların biyosürfektan üretme yeteneklerinin belirlenmeside Bodour ve Miller, (1998) 

tarafından kullanılanDrop Collapse yöntemi kullanılmıĢtır. Bu amaçla 96 kuyucuklu plate 

(microwell plate) kullanılmıĢ ve kültürler 10000 rpm`de 20 dakika süre ile 

santrifüjlenmiĢtir (Micro CL 17). Santrifüjlemeden elde edilen süpernatatn Millipore 

Filtrasyon sistemi (PTFE 0,2 µm ) ile filtre edilerek elde edilen son filtrat biyosürfektan 

varlığının tesbitinde test sıvısı, steril su ve ekim yapılmamıĢ besiyeri ise kontrol sıvısı 

amacıyla kullanılmıĢtır. Drop Collapse yöntemini uygulamak amacıylaöncelikle 

kuyucuklar 7 µl mineral yağ ile kaplanmıĢ ve bir gün oda sıcaklığında bırakılmıĢtır. 

Sonraki aĢamada ise test ve kontrol sıvılarından 25µl örnek alınarak 45°C`lik açı ile 

kuyucuklara damlatma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. En son aĢamada ise yağ ile 

kaplanankuyucuklardakidamlaların çökme, yayılma veya sabit kalabilme özellikleri 

gözlemlenerek biyosürfektan varlığı tesbit edilmiĢtir (Yalçın, 2008). 

Resim 3.10. Drop Collapse testine göre (+) ve (-) sonuç veren örnekler ve kontrol grubu 



 
 

63 
 

4. BULGULAR VE TARTIġMA 

 

4.1. Ġzolatların Elde Edilmesi 

AraĢtırmada kullanılan toprak örnekleri 5-6 ġubat 2015 tarihinde; Mersin Ġli Kazanlı 

Bölgesi Karaduvar - Kazanlı mevkii Rafineri depolama alanıiledoldur boĢalt istasyonu ve 

çevresinden alınmıĢtır. ÇalıĢmada yukarıda belirtilen 8 farklı bölgeden alınan toprak 

örneklerinden 36 adet bakteri izole edilmiĢtir. Elde edilen izolatların TSA 

besiyerindekigeliĢimlerinin fotoğrafları Resim4.1. -Resim4.33.`de görünmektedir. 

 

  

Resim 4.1. Staphylococcus hominis (FH 1-1)  Resim 4.2. Bacillus mojavensis (FH 1-2) 

  

Resim 4.3.Bacillus horikoshii (FH 1-3)    Resim 4.4.Malikia spinosa (FH 1-4) 
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Resim 4.5. Agromyces brachium (FH1-5)   Resim 4.6. Stenotrophomonas maltophila (FH1-6) 

  

Resim 4.7. Enterobacter cloacae (FH 3-3)  Resim 4.8. Bacillus licheniformis (FH 3-4) 

  

Resim 4.9. Bacillus subtilis (FH 3-5)   Resim 4.10. Stenotrophomonas maltophila(FH 5-1) 
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Resim 4.11.Ochrobactrum tritici (5-2)   Resim 4.12. Citrobacter amalonaticus (FH 5-3) 

  

Resim 4.13.Tanımlanamadı (FH 5-4)   Resim 4.14. Enterobacter cloacae (FH 5-5) 

  

Resim 4.15. Streptomyces badius (FH 5-6)   Resim 4.16. Stenotrophomonas maltophila (FH6-1)  
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Resim 4.17. Pseudomonas aeroginosa (FH 6-2)  Resim 4.18. Cupriavidus necator  (FH7-2) 

  

Resim 4.19. Bacillus subtilis (FH7-3)    Resim 4.20. Staphylococcus capitis (FH 7-4) 

  

  

Resim 4.21. Enterobacter cloacae (FH 8-2)  Resim 4.22. Bacillus cereus (FH 8-3) 
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Resim 4.23. Bacillus pumilus (FH 8-5)    Resim 4.24. Pseudomonas aeroginosa (FH 17-1) 

  

Resim 4.25. Acinetobacter baumanni (17-2)  Resim 4.26. Bacillus licheniformis (FH 17-5) 

 

  

Resim 4.27. Streptomyces lavendulae  (FH 17-6)                 Resim 4.28. Esherichia coli (FH 18-1)  
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Resim 4.29. Stenotrophomonas maltophila(FH18-2)  Resim 4.30. Bacillus mojavensis (FH18-3) 

 

  

Resim 4.31. Staphylococcus aureus (FH 18-4)  Resim 4.32. Enterobacter cloacae (FH 18-5)  

 

 

 

 

Resim 4.33. Bacillus cereus (FH 18-6) 
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4.2. Ġzolatların Morfolojik Testleri 

Elde edilen izolatların koloni renk ve Ģekilleri Tablo 4.1.`de gösterilmektedir. Tablo 

4.1.`deki sonuçlara göre; 27 adet S tip koloni, 9 adet R tip koloni gözlemlendiği tesbit 

edilmiĢtir. 

Tablo 4.1. Ġzolatların Kültür Özellikleri  

Ġzolat 

Numarası 

 

Koloni Rengi 

 

Koloni ġekli 

Ġzolat 

Numarası 

 

Koloni Rengi 

Koloni 

ġekli 

FH1-1 Krem Rengi S Tip FH7-3 Beyaz S Tip 

FH1-2 Krem Rengi R Tip FH7-4 Krem Beyaz S Tip 

FH1-3 Beyaz S Tip FH8-1 Açık Sarı S Tip 

FH1-4 Mavi S Tip FH8-2 Beyaz S Tip 

FH1-5 Kırmızı S Tip FH8-3 Beyaz S Tip 

FH1-6 ġeffaf S Tip FH8-5 Beyaz  R Tip 

FH3-3 Krem-Beyaz S Tip FH17-1 YeĢil R Tip 

FH3-4 YeĢil S Tip  FH17-2 Beyaz S Tip 

FH 3-5 Krem Rengi S Tip FH 17-4 Krem Sarı R Tip 

FH 3-7 Krem Rengi S Tip FH 17-5 Krem Rengi STip 

FH5-1 Krem Rengi S Tip FH17-6 Beyaz R Tip 

FH5-2 Pembe S Tip FH18-1 Krem Beyaz S Tip 

FH5-3 Açık Sarı S Tip FH18-2 Sarı S Tip 

FH5-4 Açık Sarı R Tip FH18-3 YeĢil S Tip 

FH5-5 Krem Rengi S Tip FH18-4 YeĢil RTip 

FH5-6 Krem Rengi S Tip FH18-5 Beyaz R Tip 

FH 6-1 Açık krem S Tip FH 18-6 Beyaz S Tip 

FH 6-2 YeĢil S Tip    

FH 7-2 Beyaz R Tip    

 

Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.`te görüldüğü üzere; izolatların 11 tanesinin Gram pozitif ve 25 

tanesinin ise Gram negatif özellikte olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca Gram negatif özellikteki 

bakterilerin Gram boyama özelliklerini desteklemek amacıyla uygulanan %3`lük KOH 

testi sonucunda 25 adet izolatın pozitif, 11 adet izolatında negatif sonuç verdiği tesbit 

edilmiĢtir. Ġlaveten izolatlardan 19 adedinin hareketli, 17adedinin ise hareketsiz olduğu 

gözlemlenmiĢtir. 
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Tablo 4.2. Ġzolatların Gram Boyama, Morfoloji, %3`lük KOH ve Hareketlilik Test 

Sonuçları 

 

Ġzolat 

Numarası 

 

 

Gram 

Boyama 

 

Morfoloji 

 

%3`lük KOH 

 

Hareketlilik 

FH 1-1 Gram (-)  Basil + - 

FH 1-2  Gram (-)  Basil + - 

FH 1-3 Gram (+)  Basil - + 

FH 1-4 Gram (-)  Basil + + 

FH 1-5 Gram (-)  Basil + - 

FH 1-6 Gram (-)  Basil + - 

FH 3-3 Gram (-)  Kokobasil + ++ 

FH 3-4  Gram (-)  Basil + + 

FH 3-5  Gram (+)  Basil 

Endosporlu 

- + 

FH 3-7  Gram (-)  Kokobasil + + 

FH 5-1 Gram (-)  Basil + + 

FH 5-2 Gram (-)  Basil + + 

FH 5-3 Gram (+)  Kok - - 

FH 5-4 Gram (-)  Basil + - 

FH 5-5 Gram (-)  Basil + - 

FH 5-6  Gram (-)   Basil + - 

FH 6-1  Gram (-)  Basil + - 

FH 6-2 Gram (-)  Basil + - 

FH 7-2 Gram (-)  Kokobasil + + 

FH 7-3 Gram (+)  Basil 

Endosporlu 

- + 
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Tablo 4.3. Ġzolatların Gram Boyama, Morfoloji %3`lük KOH ve Hareketlilik Test 

Sonuçları (Devamı) 

 

İzolat 

Numarası 

 

 

Gram Boyama 

 

Morfoloji 

 

%3`lük KOH 

 

Hareketlilik 

FH 7-4  Gram (-)  Basil + - 

FH 8-1  Gram (+)  Basil - + 

FH 8-2  Gram (+)  Basil - + 

FH 8-3  Gram (+)  Basil - + 

FH 8-5 Gram (+)  Basil - - 

FH 17-1 Gram (-)  Basil + - 

FH 17-2  Gram (+)  Kok - + 

FH 17-4 Gram (-)  Basil + - 

FH 17-5 Gram (+)  Basil 

Endosporlu 

- + 

FH 17-6  Gram (-)  Basil + + 

FH 18-1  Gram (-)  Kokobasil + + 

FH 18-2  Gram (-)  Basil + - 

FH 18-3  Gram (-)  Basil + - 

FH 18-4 Gram (-)  Basil + - 

FH 18-5  Gram (-)  Basil + + 

FH 18-6  Gram (+)  Basil - + 
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Ġzolatların Gram boyama özelliklerinin mikroskobik görüntüleri Resim 4.34`de verilmiĢtir. 

  

a. Bacillus mojavensis (FH 1-2)   b. Enterobacter cloacae (FH 3-3) 

 

  

c. Stenotrophomonas maltophila (FH 5-1) d. Citrobacter amalonaticus (FH 5-3) 

 

  

e. Enterobacter cloacae (FH 8-2)  f. Bacillus pumilus (FH 8-5) 
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g. Pseudomonas aeroginosa (FH 17-1) h. Acinetobacter baumanni (FH 17-2)  

Resim 4.34. Ġzoleedilen bakterilerin Gram boyama görüntüleri  (100x) 

 

4.3. Ġzolatların Biyokimyasal Testleri 

Elde edilen izolatlardan 33 tanesinin hidrojen peroksiti serbest oksijene ayrıĢtırıp gaz 

kabarcıkları oluĢturduğu dolayısıyla pozitif sonuç verdiği, 3 tanesinin ise Katalaz negatif 

olduğu belirlenmiĢtir. Oksidaz testi sonucunda 33 izolatın p-amino dimetilanilin ayıracını 

oksidaz enzimi varlığında okside edip mor-mavi renk oluĢturarak pozitif sonuç verdiği 

bunun aksine3 izolatın ise negatif sonuç verdiği gözlemlenmiĢtir. 
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Tablo 4.4. Ġzolatların Katalaz ve Oksidaz Test Sonuçları 

İzolat 

Numarası 

 

Katalaz 

 

Oksidaz 
İzolat 

Numarası 

 

Katalaz 

 

Oksidaz 

FH 1-1 + + FH 7-2 + + 

FH 1-2 + + FH 7-3 - + 

FH 1-3 + + FH 7-4 + - 

FH 1-4 + + FH 8-1 + + 

FH 1-5 + + FH 8-2 + + 

FH 1-6 + + FH 8-3 - + 

FH 3-3 + + FH 8-5 + + 

FH 3-4 + + FH 17-1 + + 

FH 3-5 + + FH 17-2 + - 

FH 3-7 + + FH 17-4 + + 

FH 5-1 + + FH 17-5 + + 

FH 5-2 + + FH 17-6 + + 

FH 5-3 + + FH 18-1 + + 

FH 5-4 + + FH 18-2 + + 

FH 5-5 - + FH 18-3 + + 

FH 5-6 + + FH 18-4 + + 

FH 6-1 + + FH 18-5 + - 

FH 6-2 + + FH 18-6 + + 
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Tablo 4.5. Ġzolatların MALDĠ-TOF MS Biyotiplendirme Tablosu 

 

Ġzolat 

Numarası 

 

 

Muhtemel tür 

 

Skor 

FH 1-1 Staphylococcus hominis   1.776 

FH 1-2 Bacillus mojavensis 2.082 

FH 1-3 Bacillus horikoshii 1.466 

FH 1-4 Malikia spinosa 1.448 

FH 1-5 Agromyces brachium 1.341 

FH 1-6 Stenotrophomonas maltophila 1.710 

FH 3-3 Enterobacter cloacae 2.185 

FH 3-4 Bacillus licheniformis 1.276 

FH 3-5 Bacillus subtilis 1.968 

FH 3-7 Tanımlanamadı - 

FH 5-1 Stenotrophomonas maltophila 2.168 

FH 5-2 Ochrobactrum tritici 1.442 

FH 5-3 Citrobacter amalonaticus 2.136 

FH 5-4 Pseudomonas aeroginosa 2.017 

FH 5-5 Enterobacter cloacae 1.666 

FH 5-6 Streptomyces badius 1.557 

FH 6-1 Stenotrophomonas maltophila 2.032 

FH 6-2 Pseudomonas aeroginosa 2.178 

FH 7-2 Cupriavidus necator 1.756 

FH 7-3 Bacillus subtilis 2.057 
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Tablo 4.5. Ġzolatların MALDĠ-TOF MS Biyotiplendirme  Tablosu (Devamı) 

 

Ġzolat 

Numarası 

 

 

Muhtemel tür 

 

Skor 

FH 7-4 Staphylococcus capitis 1.733 

FH 8-1 Rhizobium radiobacter 1.406 

FH 8-2 Enterobacter cloacae 2.489 

FH 8-3 Bacillus cereus 1.794 

FH 8-5 Bacillus pumilus 1.740 

FH 17-1 Pseudomonas aeroginosa                   2.256 

FH 17-2 Acinetobacter baumanni 1.898 

FH 17-4 Stenotrophomonas acidaminiphila 2.028 

FH 17-5 Bacillus licheniformis 2.140 

FH 17-6 Streptomyces lavendulae 1.380 

FH 18-1 Esherichia coli 2.489 

FH 18-2 Stenotrophomonas maltophila 1.715 

FH 18-3 Bacillus mojavensis 1.755 

FH 18-4 Staphylococcus aureus 1.415 

FH 18-5 Enterobacter cloacae 2.341 

FH 18-6 Bacillus cereus 2.246 
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4.4. Ġzolatların Antibiyotik Dirençlerinin Tesbiti 

Ġzolatların antibiyotiklere duyarlılık testi disk difüzyon yöntemi kullanılarak yapılmıĢtır. 

Antibiyotik duyarlılık test sonuçları Resim 4.35, Resim 4.36, Resim 4.37, Resim 4.38, 

Resim 4.39, Resim 4.40, Resim 4.41, Resim 4.42‟de görülmektedir. 

 

 

Resim 4.35. Ġzolat FH 6-1`in antibiyotik direnç değerleri (Nalidixic Acid, Imipenem, 

Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin) 

 

 

Resim 4.36. Ġzolat FH 6-1`in antibiyotik direnç değerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin, 

Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin) 
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Resim 4.37. Ġzolat FH 7-3`ün antibiyotik direnç değerleri (Nalidixic Acid, Imipenem, 

Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin) 

 

 

 

Resim 4.38. Ġzolat FH 7-3`ün antibiyotik direnç değerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin, 

Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin) 
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Resim 4.39. Ġzolat FH 17-4`ün antibiyotik direnç değerleri (Nalidixic Acid, Imipenem, 

Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin) 

 

 

 

Resim 4.40. Ġzolat FH 17-4`ün antibiyotik direnç değerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin, 

Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin) 
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Resim 4.41. Ġzolat FH 18-2`nin antibiyotik direnç değerleri (Nalidixic Acid, Imipenem, 

Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin) 

 

 

Resim 4.42. Ġzolat FH 18-2‟nin antibiyotik direnç değerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin, 

Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin) 
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Ġzolatların antibiyotiklere karĢı gösterdikleri direnç oranları kullanılarak toplam direnç 

yüzdeleri hesaplanmıĢtır. Ġzolatların %8`inin Nalidixic Acid (NA, 30μg)`e, %0`ının 

Imipenem (IPM, 10 μg)`e, %25`ininCefotaxime (CTX, 30 μg)`e, % 11.11`inin Gentamicin 

(GM, 10 μg)`e, %58.3‟ünün Erythromycin (E, 15 μg)`e, %25`inin Tetracycline (TE, 30 

μg)`e, %2.7‟sinin Ciprofloxacin (CIP, 5 μg)`e, %16.6`sının Chloramphenicol ( C, 30 μg)`a, 

%61.1`inin Ampicilin (AM, 10 μg)`e ve %63.8`inin Nitrofurantoin (F/M, 300 μg)`e 

dirençli olduğu gözlenmiĢtir (Tablo 4.7.).  Bu bağlamda Tablo 4.7.incelendiğinde en 

yüksek toplam direnç değeri %63.8 olarak Nitrofurantoin (F/M, 300 μg)de  gözlenirken en 

düĢük değer ise %0 ile Imipenem (IPM, 10 μg)`de gözlenmiĢtir. 

Ġzolatların antibiyotik dirençlilikleri CLSI 2015 prosedürüne göre belirlenerek toplam 

yüzdelik dirençlilik oranları Tablo 4.7.`de sunulmuĢtur. 

 

Tablo 4.7. Ġzolatların Antibiyotik Dirençlilik Değerleri 

 

Kullanılan Antibiyotikler 

 

Ġzolatların Antibiyotik 

 Direnç Değer Yüzdeleri (%) 
 

Nalidixic Acid (NA, 30μg)                         % 8.3 

İmipenem (IPM, 10 μg)                         % 0 

Cefotaxime (CTX, 30 μg)                         % 25 

Gentamicin (GM, 10 μg)                         % 11.11 

Erythromycin (E, 15 μg)                         % 58.3 

Tetracycline (TE, 30 μg)                         % 25 

Ciprofloxacin (CIP, 5 μg)                         % 2.7 

Chloramphenicol ( C, 30 μg)                         % 16.6 

Ampicilin (AM, 10 μg)                         % 61.1 

Nitrofurantoin (F/M, 300 μg)                         % 63.8 
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Tablo. 4.8. Ġzolatların Dirençli Oldukları Antibiyotik Sayıları 
 

 

Antibiyotik 

Sayısı (10) 

 

0 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

9 

 

10 

Dirençli 

Bakteri 

Sayısı 

 

1 

 

9 

 

8 

 

10 

 

3 

 

1 

 

3 

 

1 

 

1 

 

0 

 

0 

ÇalıĢmada kullanılan antibiyotiklerin sayısı ve antibiyotiklere dirençli olan izolatların 

sayısıTablo 4.8.`de özetlenmiĢtir. Tabloincelendiğinde antibiyotiklerin bir tanesine direnç 

göstermeyen 1 izolatın olduğu görülmüĢtür. Yine tablo incelendiğinde; izolatlardan; 1 

tanesinin 8 antibiyotiğe, 1 tanesinin 7 antibiyotiğe, 1 tanesinin 5 antibiyotiğe, 3 tanesinin 6 

antibiyotiğe, 3 tanesinin 4 antibiyotiğe, 9 tanesinin 1 antibiyotiğe, 10tanesinin 3 

antibiyotiğe, 8 tanesinin 2 antibiyotiğe karĢı direnç gösterdiği tesbit edilmiĢtir. 

Ayrıca izolatların antibiyotiklere dirençlilik değerleri Tablo 4.9. ile Tablo 4.10.`da 

belirtilmiĢtir. 

Ġskenderun Körfezi`nde 3 farklı bölgeden 356 Gr (-) bakterinin izole edildiği bir çalıĢmada 

antibiyotik direncinin en yüksek 1 ve 3 numaralı bölgelere ait izolatların olduğu ve aynı 

zamanda izolatların %94.9‟unun Eritromisne dirençli oldukları belirtilmektedir (Akkan 

(2009). 

Torabi (2013),arseniğe dirençli izolatlarla yaptığı bir çalıĢmada bu izolatlardan %60‟ının 

Sefoksitin‟e, %40‟ının ise Terimetoprim, Nalidiksilik asite ve Streptomisin‟e duyarlı 

olduğunu belirlemiĢtir. Yine %20 oranında Eritromisin, Kloramfenikol, Pensilin ve 

Tetrasiklin antibiyotiklerine dirençlilik belirlerken, Amoksisilin, Genatmisin, Kanamisin 

ve Netilmisin`e karĢı herhangi bir direncin olmadığını tesbit etmiĢtir. 
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Tablo 4.9. ĠzolatlarınAntibiyotiklere KarĢı Dirençlilikleri 

 

Numune 

Numarası 

Nalidixic Acid 

(NA, 30 μg) 

İmipenem 

(IPM, 10 μg) 

Cefotaxime 

(CTX, 30 μg) 

Gentamicin 

(GM, 10 μg) 

Erythromycin 

(E, 15 μg) 

FH 1-1 R
*
 S

*
 R S R 

FH 1-2 S S S S R 

FH 1-3 S S R S S 

FH 1-4 S S R S R 

FH 1-5 S S S S R 

FH 1-6 S S S S R 

FH 3-3 S S R R R 

FH 3-4 S S S S S 

FH 3-5 S S S S S 

FH 3-7 S S R S R 

FH 5-1 S S S S R 

FH 5-2 S S S S S 

FH 5-3 R S S S S 

FH 5-4 S S S S R 

FH 5-5 S S S S R 

FH 5-6 S S S S S 

FH 6-1 S S S S S 

FH 6-2 S S S S S 

FH 7-2 S S S R S 

FH 7-3 S S S S S 

FH 7-4 R S R R R 

FH 8-1 S S S S R 

FH 8-2 S S S S R 

FH 8-3 S S R S R 

FH 8-5 S S R S S 

FH 17-1 S S S S R 

FH 17-2 S S S S S 

FH 17-4 S S S S R 

FH 17-5 S S S S S 

FH 17-6 S S R S S 

FH 18-1 S S S S R 

FH 18-2 S S R R R 

FH 18-3 R S S S R 

FH 18-4 S S S S R 

FH 18-5 S S S S R 

FH 18-6 S S S S S 
*S= Duyarlı (Sensitive), *R=Resistance (Dirençli) 
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Tablo 4.10. ĠzolatlarınAntibiyotiklere KarĢı Dirençlilikleri (Devamı) 
 

Numune 

Numarası 

Tetracycline 

(TE, 30 μg) 

Ciprofloxacin 

(CIP, 5 μg) 

Chloramphenicol   

 ( C, 30 μg) 

Ampicilin 

(AM, 10 μg) 

Nitrofurantoin 

(F/M, 300 μg) 

FH 1-1 R
*
 S

*
 R R R 

FH 1-2 S S R R R 

FH 1-3 S S S S S 

FH 1-4 R S S R R 

FH 1-5 S S S S R 

FH 1-6 R S S S R 

FH 3-3 R R R R R 

FH 3-4 R S S R R 

FH 3-5 S S S R S 

FH 3-7 S S S R R 

FH 5-1 S S S R R 

FH 5-2 S S S S R 

FH 5-3 S S S R S 

FH 5-4 S S S R R 

FH 5-5 S S S S R 

FH 5-6 S S S S R 

FH 6-1 S S S S S 

FH 6-2 R S S R R 

FH 7-2 S S S R S 

FH 7-3 S S S R S 

FH 7-4 R S S S R 

FH 8-1 S S S R R 

FH 8-2 S S S S S 

FH 8-3 S S S R S 

FH 8-5 S S R S S 

FH 17-1 S S S R R 

FH 17-2 S S R R R 

FH 17-4 S S S S R 

FH 17-5 S S R S S 

FH 17-6 S S S R R 

FH 18-1 S S S S S 

FH 18-2 R S S R R 

FH 18-3 S S S S R 

FH 18-4 R S S R R 

FH 18-5 S S S R S 

FH 18-6 S S S R S 
*S= Duyarlı (Sensitive), *R=Resistance (Dirençli) 
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ÇalıĢmamızda en yüksek antibiyotik direnç oranı belirlenerek izolatlardan %63.8`inin 

Nitrofurantain`e karĢı direnç gösterdiği saptanmıĢ olup izolatlardan  %58.3`ünün ise 

Erythromycin`e dirençli olduğu tesbit edilmiĢtir. Aynı zamanda 1 tane izolatın 8 farklı 

antibiyotiğe,  1 tane izolatın ise 7 farklı antibiyotiğe direnç gösterdiği belirlenmiĢtir. Tüm 

bu veriler ıĢığında sonuçlarımız incelendiğinde izolatlarımızın büyük bir çoğunluğunun 

antibiyotiklere direnç gösterdiği tesbit edilmiĢ olup daha önce yapılan çalıĢmalarla 

benzerlik gösterdiği gözlemlenmiĢtir (Tablo 4.7. ve Tablo 4.8.). 

4.5. Bakterilerin Ağır Metal Dirençliliği 

ÇalıĢmada P. aeruginosa ATCC 27853 izolatların ağır metallere direnç yeteneklerininin 

belirlenmesinde kontrol suĢu amacıyla kullanılmıĢtır. Yine kullanılan ağır metal 

konsantrasyonlarının tamamı „„mM‟‟ cinsinden hesaplanmıĢ ve P. aeruginosa ATCC 

27853 suĢunun zon çapları Tablo 4.11.`deverilmiĢtir. 

 

Tablo 4. 11.  P.aeruginosa ATCC 27853 SuĢuna Ait Zon Çapları (mm) 

 

P. aeruginosa ATCC27853 
 

5mM 

 

10mM 

 

15mM 

 

20mM 

CoCl2 6H2O 
 

12 
 

13 
 

14 
 

16 
ZnSO4 7H2O 

 

- 
 

12 
 

14 
 

15 
MnCl2 2H2O - - - 13 

HgCl2 20 22 23 24 

ġekil 4.2‟de izolatların çinko ağır metaline karĢı göstermiĢ oldukları direnç oranları 

(%)incelendiğinde; izolatların %40`ının 5 mM`a, %27,5`inin 10mM`a, %22,5`inin 

15mM`a ve % 20`sinin de 20mM`adirenç gösterdiği gözlemlenmiĢtir. 
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ġekil 4.1. Ġzolatların çinko direnç yüzdeleri 

Tablo 4.13‟deki veriler incelendiğinde; çinkonun tüm konsantrasyonlarına dirençli 1 adet 

izolat tesbit edilirken uygulanan farklı konsantrasyonlara duyarlı 15 adet izolat (FH 1-4, 

FH5-1, FH6-1,FH 7-4, FH 8-2, FH 8-3, FH8-5 , FH 17-1, FH 17-2, FH 18-1, FH 18-2, FH 

18-3, FH 18-4, FH 18-5, FH 18-6) belirlenmiĢtir. Bunların dıĢındaki izolatların tamamının 

farklı konsantrasyonlara karĢı dirençli veya duyarlı oldukları görülmüĢtür. 
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Çinko Konsantrasyonları (mM) 

ÇİNKO DİRENCİ(%) 
Dirençli İzolat Sayısı (%)

 42 
 

 19 
 

  6 
 

0 
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Tablo 4.12. Ġzolatların Çinko Dirençlilikleri 

 

ZnSO4 7H2O 

5mM 10mM 15mM 20mM 

FH 1-1 S* S S S 

FH 1-2 S S S S 

FH 1-3 S S S S 

FH 1-4 R* R S S 

FH 1-5 S S S S 

FH 1-6 S S S S 

FH 3-3 S S S S 

FH 3-4 S S S S 

FH 3-5 S S S S 

FH 3-7 S S S S 

FH 5-1 R S S S 

FH 5-2 S S S S 

FH 5-3 R R S S 

FH 5-4 S S S S 

FH 5-5 S S S S 

FH 5-6 S S S S 

FH 6-1 R R R S 

FH 6-2 S S S S 

FH 7-2 S S S S 

FH 7-3 S S S S 

FH 7-4 R S S S 

FH 8-1 S S S S 

FH 8-2 R S S S 

FH 8-3 R R S S 

FH 8-5 R S S S 

FH 17-1 R R S S 

FH 17-2 R S S S 

FH 17-4 R S S S 

FH 17-5 R R R R 

FH 17-6 S S S S 

FH 18-1 R S S S 

FH 18-2 R R S S 

FH 18-3 R R S S 

FH 18-4 R R R S 

FH 18-5 R S S S 

FH 18-6 R S S S 

*S= Duyarlı (Sensitive), *R=Resistance (Dirençli) 
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Resim 4.43. Ġzolat FH 6-1`in çinko direnci (5 mM, 10 mM) 

 

 

Resim 4.44. Ġzolat FH 6-1`in çinko direnci (15 mM, 20 mM) 
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         Resim 4.45. Ġzolat FH 17-1`in çinko direnci (5 mM, 10 mM) 

 

 

         Resim 4.46. Ġzolat FH 17-2`nin çinko direnci (15 mM, 20 mM) 
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ġekil 4.2‟de izolatların mangana karĢı gösterdikleri direnç oranlarına bakıldığında; 

izolatların %69`unun 5mM`a, %61`inin 10mM`a, %28`inin 15mM`a ve %25`inin de 

20mM`a direnç gösterdikleri belirlenmiĢtir. 

 

 

       ġekil 4.2. Ġzolatların mangan direnç yüzdeleri 

Yine tablo 4.13‟deki veriler incelendiğinde; manganın farklı  konsantrasyonlara dirençlilik 

gösteren toplam 22 adet izolat (FH 1-1, FH 1-2, FH1-5, FH 1-6,FH 3-4, FH 3-5, FH 3-7, 

FH 5-1, FH 6-1, FH 6-2, FH 7-2, FH 7-3, FH 7-4, FH 17-1, FH 17-2, FH 17-4, FH 17-

5,FH 17-6, FH 18-1, FH 18-2, FH 18-5 ve FH 18-6) belirlenirken tüm konsantrasyonlara 

duyarlı 9 adet izolat (FH 1-3, FH 1-4, FH 3-3, FH 5-3, FH 8-3, FH 8-5, FH 18-3 ve FH 18-

4) tespit edilmiĢtir. Bunların dıĢındaki izolatlarda herhangi bir direnç gözlenmemiĢtir. 
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Tablo 4.13. Ġzolatların Mangan Dirençlilikleri 

MnCl2 2H2O 5mM 10mM 15mM 20mM 
FH 1-1 R

* 
R S

*
 S 

FH 1-2 S S S S 
FH 1-3 R R R R 

FH 1-4 R R R R 
FH 1-5 S S S S 

FH 1-6 R S S S 
FH 3-3 R R R R 

FH 3-4 R R S S 
FH 3-5 R R S S 

FH 3-7 S S S S 
FH 5-1 R R S S 

FH 5-2 S S S S 
FH 5-3 R R R R 

FH 5-4 S S S S 
FH 5-5 S S S S 

FH 5-6 S S S S 
FH 6-1 R R S S 

FH 6-2 R R S S 

FH 7-2 R R S S 
FH 7-3 R S S S 

FH 7-4 R S S S 
FH 8-1 S S S S 

FH 8-2 R R R R 
FH 8-3 R R R R 

FH 8-5 R R R R 
FH 17-1 R R S S 

FH 17-2 R R S S 
FH 17-4 S S S S 

FH 17-5 S S S S 
FH 17-6 R S S S 

FH 18-1 R R S S 
FH 18-2 R R S S 

FH 18-3 R R R R 
FH 18-4 R R R R 

FH 18-5 S S S S 

FH 18-6 R R R S 
*S= Duyarlı (Sensitive),* R=Resistance (Dirençli) 
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Resim 4.47. Ġzolat FH 1-1`nin mangan direnci (5 mM, 10 mM) 

 

 

Resim 4.48. Ġzolat FH 1-3`ün mangan direnci (5 mM, 10 mM) 
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Resim 4.49. Ġzolat FH 1-4`ün mangan direnci (5 mM, 10 mM) 

 

 

Resim 4.50. Ġzolat FH 5-2`nin mangan direnci (15 mM,20 mM) 
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Ġzolatlarınuygulanan civa konsantrasyonlarına karĢı direnç oranları (%) bakıldığında hiçbir 

izolatın bu ağır metale dirençli olmadığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.3.). 

 

 

       ġekil 4.3. Ġzolatların civa direnç yüzdeleri 

Ġzolatların civaya karĢı gösterdikleri direnç özelliğine bakıldığında; uygulanan tüm 

konsantrasyonlaradirençli olan hiçbir izolat tespit edilememiĢtir (Tablo 4.14). 
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Tablo 4.14. Ġzolatların Civa Dirençliliği 

HgCl2 5mM 10mM 15mM 20mM 
FH 1-1 S

*
 S S S 

FH 1-2 S S S S 
FH 1-3 S S S S 

FH 1-4 S S S S 
FH 1-5 S S S S 

FH 1-6 S S S S 
FH 3-3 S S S S 

FH 3-4 S S S S 
FH 3-5 S S S S 

FH 3-7 S S S S 
FH 5-1 S S S S 

FH 5-2 S S S S 
FH 5-3 S S S S 

FH 5-4 S S S S 
FH 5-5 S S S S 

FH 5-6 S S S S 
FH 6-1 S S S S 

FH 6-2 S S S S 

FH 7-2 S S S S 
FH 7-3 S S S S 

FH 7-4 S S S S 
FH 8-1 S S S S 

FH 8-2 S S S S 
FH 8-3 S S S S 

FH 8-5 S S S S 
FH 17-1 S S S S 

FH 17-2 S S S S 
FH 17-4 S S S S 

FH 17-5 S S S S 
FH 17-6 S S S S 

FH 18-1 S S S S 
FH 18-2 S S S S 

FH 18-3 S S S S 
FH 18-4 S S S S 

FH 18-5 S S S S 

FH 18-6 S S S S 
*S= Duyarlı (Sensitive), R=Resistance (Dirençli) 
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Resim 4.51. Ġzolat FH 1-1`in civa direnci (5 mM, 10 mM) 

 

 

Resim 4.52. Ġzolat YH 1-2`nin civa direnci (15 mM, 20 mM) 
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Resim 4.53. Ġzolat FH 1-3`ün civa direnci (5 mM, 10 mM) 

 

 

Resim 4.54. Ġzolat FH 1-3`ün civa direnci (15 mM, 20 mM) 
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Elde edilen Ġzolatların kobalta karĢı gösterdikleri (%) direnç oranlarına bakıldığında; 

toplam izolatların %27,7`sinin 5mM`a, %5,5`inin 10 mM`a, %2,7`sinin 15mM`a ve 

%2,7`sinin ise 20 mM`a dirençli olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 4.4.) 

 

 

ġekil 4.4.Ġzolatlara ait kobalt direnç yüzde değerleri 

 

Tablo 4.15`de görüldüğü üzere; tüm kobalt konsantrasyonlarına dirençli olan bir adet izolat 

(FH 17-6) tesbit edilirken duyarlı olan 25 adet izolat (FH 1-1, FH 1-2, FH 1-3, FH 1-5, FH 

3-3, FH 5-1, FH 5-2, FH 5-4, FH 5-5, FH 5-6, FH 6-2, FH 7-2, FH 8-1, FH 8-2, FH 8-5, 

FH 17-1, FH 17-2, FH 17-4, FH 17-6, FH 18-1, FH 18-2, FH 18-3, FH 18-4, FH 18-5) 

saptanmıĢtır. Kalan 10 adet izolatın ise farklı konsantrasyonlara karĢı duyarlılık ve 

dirençlilik gösterdikleri belirlenmiĢtir. 
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Tablo 4. 15.  ĠzolatlarınKobalt Dirençlilikleri 

 

CoCl2 6H2O 

 

5mM 

 

10mM 

 

15mM 

 

20mM 
FH 1-1 S

*
 S S S 

FH 1-2 S S S S 

FH 1-3 S S S S 
FH 1-4 S S S S 

FH 1-5 S S S S 
FH 1-6 R

*
 S S S 

FH 3-3 S S S S 
FH 3-4 S S S S 

FH 3-5 R S S S 
FH 3-7 R S S S 

FH 5-1 S S S S 
FH 5-2 S S S S 

FH 5-3 R S S S 

FH 5-4 S S S S 
FH 5-5 S S S S 

FH 5-6 S S S S 
FH 6-1 R S S S 

FH 6-2 S S S S 
FH 7-2 S S S S 

FH 7-3 R S S S 
FH 7-4 R S S S 

FH 8-1 S S S S 
FH 8-2 S S S S 

FH 8-3 R R S S 
FH 8-5 S S S S 

FH 17-1 S S S S 
FH 17-2 S S S S 

FH 17-4 S S S S 
FH 17-5 S S S S 

FH 17-6 R R R R 

FH 18-1 S S S S 
FH 18-2 S S S S 

FH 18-3 S S S S 
FH 18-4 S S S S 

FH 18-5 S S S S 
FH 18-6 S S S S 

*S= Duyarlı (Sensitive), R=Resistance (Dirençli) 
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Resim 4.55. Ġzolat FH 1-6`nın kobalt direnci (5 mM, 10 mM) 

 

Resim 4.56. Ġzolat FH 1-6`nın kobalt direnci (15 mM, 20 mM) 
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Resim 4.57. Ġzolat FH 17-6`nın kobalt direnci (5 mM, 10 mM) 

 

Resim 4.58. Ġzolat FH 17-6‟nın kobalt direnci (15 mM, 20 mM) 
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Canlıların yaĢamlarını sürdükleri çevrede ağır metallerin jeolojik olaylar sonucu oluĢan 

doğal dağılımının son yıllarda insanoğlunun çeĢitli aktiviteleri ile büyük oranda değiĢmeye 

baĢladığı gözlenmektedir. Ağır metallerin çevreye  bulaĢması ya doğal kaynaklar ile yada 

antropojenik (insan) kaynaklı olmakta ve yayıldıkları ortamlardaki canlıların yaĢam 

döngüsüne karıĢarak etkilerini göstermektedirler. Yoğun ağır metal içeren topraklarda 

yaĢamını sürdüren ve bu arada da metal direncine sahip organizmaların geliĢmelerinde; 

dikey gen transferi (reproduction), yatay gen transferi (transpozonlar ve plazmid), 

kendiliğinden oluĢmuĢ mutantlar üzerinde bulunan seçicistresin etkin rol oynadığı 

belirtilmektedir. Burada rolü olan faktörlerden birisi de metallere karĢı dirençliliktir. 

AraĢtırmacılar, bakterilerin yaĢamlarını sürdürdükleri bölgelerde çok sayıda ağır 

metalbulunduğundan prokaryotlarınortaya çıkmasından sonraki süreçlerdeözellikle ağır 

metallere karĢı direnç mekanizmalarının hızlı bir Ģekilde geliĢtirildiği bildirmiĢlerdir (Ji ve 

Silver, 1995; Torabi, 2013). 

Aslında antibiyotik dirençliliği ile ağır metal dirençliliği arasında ki iliĢki yıllardır 

araĢtırılmakta olup bu iki mekanizmanın birbiriyle iliĢkili olduğu belirtilmektedir (Harnett 

ve Gyles, 1984; McEntee ve diğ., 1986). Plazmidlerde, transpozonlarda ve integronlarda 

çok sayıda antibiyotik direnç geni bulunmakta ve filogenetik olarak birbirinden oldukça 

uzak olan bakteri türleri arasında bunlar horizontal gen transferi yoluyla 

aktarılabilmektedir. Hareket halindeki bu genetik elemanlar; ağır metal dirençlilik 

genlerini, çoklu antibiyotik dirençlilik genlerini ve çeĢitli toksik bileĢiklere dirençlilik 

genlerini de taĢımaktadırlar. Yine araĢtırıcılar ağır metal dirençlilik geni ile antibiyotik 

dirençlilik geninin aynı plazmid üzerinde bulunabileceğini belirtmektedir (Sevgi, 2007). 

Yukarıda bahsedilen özellikler göz önüne alındığındabakterilerin büyük bir kısmının; Sb
+2

, 

Ni
+2

, Hg
+2

, Ag
+
, AsO2 

-
,AsO4

-3
,Bi

+3
, BO3

-3
, Cd

+2
, Co

+2
, CrO4

-2
, Cu

+2
, , Pb

+3
, TeO3

-2
, 

Zn
+2

,Tl
+
 gibi metallere karĢı direnç yeteneklerinin olduğu belirlenmiĢ olup bunun ise  

özellikle çeĢitli kimyasallara ve  bazı ilaçlara karĢı gösterilen spesifik bir özellik olduğu 

bildirilmektedir ( Wiener ve diğ., 2003). Aslında bu özellikleringenetik faktörlerle  kontrol 

edildiği ve direnç yeteneklerinin ise plazmid ve transpozonlar üzerinde bulunduğu 

belirtilmektedir ( Sevgi, 2007; Özdemir, 2008; Sevgi ve diğ.,2010; Mendez ve diğ., 2010: 

Sriram ve diğ., 2011). 

AraĢtırıcılar yaptıkları çalıĢmalar sonucunda; ağır metal ve antibiyotik direnç 

yeteneklerinin beraber gözlendiğinden bahsetmektedirler. Bu hipotezi doğrulayan bir 
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çalıĢmada; bazı hastalardan elde edilen klinik izolatlarda antibiyotik direnç ile civa direnç 

yeteneğinin birlikte olduğu tespit edilmiĢ veStaphylococcus aureus (MRSA)`da metisilin 

kodlu genlerin bazı antibiyotiklerin yanısıra civa ve kadmiyuma da dirençli olduğu 

saptanmıĢtır (Silver ve Phung, 1996). 

BaĢka bir bakıĢ açısıyla ise; antibiyotik dirençliliklerinin ortaya çıkmasını bakterilerdeki 

bulunan dirençlilik mekanizmalarının antibiyotikler vemetaller tetiklediği görüĢüdür. Bu 

görüĢü destekleyen bir çalıĢmada; hidrokarbonlarla kirlenmiĢ alanlardan alınan örneklerde 

kinolon direncinin olduğu belirtilmiĢtir (Torabi, 2013). 

Yine ağır metal dirençliliğini belirlemek amacıyla yapılan baĢka bir çalıĢmada; petrol ile 

kirlenmiĢ topraklardan izole edilen Escherichia fergusonii KLU01 suĢunundemir, 

manganez, çinko, nikel, kurĢun ve bakıra karĢı dirençli olduğu tespit edilmiĢtir (Sriram ve 

diğ., 2011).   

Benzer bir çalıĢmada ise; Mersin ili Kazanlı endüstri bölgesinden 272 adet Pseudomonas 

spp. ve 161 Bacillus spp. izole edilmiĢ ve izolatlardan %26`sı Ni`e, %73,9`u Cr`a, %18,4`ü 

Zn`ya, %9,2`si Co`a, %11,5`i Cd`a ve %7,3`ü Cu`a karĢı dirençli oldukları tespit edilmiĢtir 

(Sevgi ve diğ., 2010). 

ÇalıĢmanın ağır metallere direnç yetenklerinin belirlenmesi amacıyla yaptığımız kısmı 

incelendiğinde; izolatlardan %27.7`sinin kobalta, %42`sinin çinkoya, %69`unun mangana 

ve %0`ının ise civanın 5mM`lik konsantrasyonuna dirençli oldukları tespit edilmiĢtir. Buna 

karĢın ağır metallerin 20 mM`lik konsantrasyona olan direçlilik oranları incelendiğinde ise; 

izolatların %2,7`sinin kobalta, %25`inin mangana dirençli olduğu belirlenir iken civave 

kobaltın bu konsantrasyonuna dirençli olan  hiçbir izolat saptanamamıĢtır (ġekil 4.1., ġekil 

4.2., ġekil 4.3., ġekil 4.4.).    

Tüm bu bilgiler ve çeĢitli araĢtırıcıların yaptıkları araĢtırma bulgularında da görüldüğü 

kadarıyla aslında birbirine oldukça benzeyen habitatlardaki sonuçlarla bizim bulgularımız 

oldukça fazla uygunluk göstermektedir. 

4.6. Ġzolatlarda Biyosürfektan Üretiminin Belirlenmesi 

Elde edilen izolatların biyosürfektan üretebilme yeteneklerini tespit etmek için kullanılan 

Drop Collapse yöntemine göre; 36 izolattan 7 tanesinin (FH 1-1, FH 1-4, FH 1-6, FH 5-1, 

FH 8-1, FH 17-1, FH 18-3)  biyosürfektan üretme yeteneğine sahip olduğu ancak diğer 29 
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adet izolatın ise biyosürfektan üretme yeteneğine sahip olmadığı belirlenmiĢtir (Tablo 

4.16.). 

Tablo 4.16. Ġzolatların Biyosürfektan Üretme Yetenekleri 

 

Ġzolat Numarası 

 

 

Sonuç 

 

Ġzolat Numarası 

 

Sonuç 

FH 1-1 + FH 7-2 - 

FH 1-2 - FH 7-3 - 

FH 1-3 - FH 7-4 - 

FH 1-4 + FH 8-1 + 

FH 1-5 - FH 8-2 - 

FH 1-6 + FH 8-3 - 

FH 3-3 - FH 8-5 - 

FH 3-4 - FH 17-1 + 

FH 3-5 - FH 17-2 - 

FH 3-7 - FH 17-4 - 

FH 5-1 + FH 17-5 - 

FH 5-2 - FH 17-6 - 

FH 5-3 - FH 18-1 - 

FH 5-4 - FH 18-2 - 

FH 5-5 - FH 18-3 + 

FH 5-6 - FH 18-4 - 

FH 6-1 - FH 18-5 - 

FH 6-2 - FH 18-6 - 

 

Yüzey aktif maddeler olan biyosürfektanlar çok farklı alanlarda baĢta  tıp, eczacılık, tarım 

ve gıda sektörü olmak üzere yoğun olarak kullanımının artması nedeniyle özellikle de 

biyoteknolojik çalıĢmalarda oldukça fazla tercih edilmektedir.  

Yapılan bu tez çalıĢmasında; Mersin ilinin petrol depolama alanlarından, doldur- boĢalt 

istasyonlarından özellikle de petrol türevi hidrokarbonlar bakımından zengin olduğu 

tahmin edilen topraklardan örnekler alınmıĢtır. Klasik mikrobiyolojik izolasyon yöntemleri 

kullanılarak birbirinden farklı olan koloniler seçilerek 36 farklı bakteri türü izole edilmiĢtir. 

Bu izolatların biyosürfektan üretme yetenekleri hızlı ve pratik bir yöntem olan Drop-

Collapsemetodu kullanılarak tespit edilmiĢtir. Bu yöntemde mikrowell plate kullanılmakta 

ve plate bulunan kuyucuklar dairesel yapıda olduğundan damlacıkların yağlı yüzeydeki 

hareketleri engelenerek sonuçta damlacıkların Ģekli sabit kalmaktadır. Çok sayıda araĢtırıcı 
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bu yöntemi kullanarak bakterilerin biyosürfektan üretimini belirlemiĢlerdir (Tuğrul ve 

Cansuar, 2005; Yılmaz, 2008: Kaya, 2008; Joy ve diğ., 2017).  

Drop Collapse yöntemininbiyosürfektanların kantitatif tayininde kullanımının uygun 

olduğunu Bodour ve Miller (1998)bildirmiĢlerdir. Petrolün bulaĢmıĢ olduğu topraklardan 

Plaza ve diğ., (2006) 16 izolat elde ederek biyosürfektan varlığını bu yöntemle 

saptamıĢlardır. 

Bu amaçla yapılan baĢka bir çalıĢmada; Ramos ve diğ., (2010) 324 adet bakteri türünü 

hidrokarbon ile kirlenmiĢ alanlardan izole etmiĢler ve bunlardan 17 tanesininbiyosürfektan 

üretme yeteneğine sahip olduğunu Drop Collapseyöntemine kullanarak belirlemiĢlerdir. 

Yapılan literatür incelemesinde; su içerisinde çözünemeyen yağ ve hidrokarbon türevleri 

gibi bileĢikleri içerisinde barındıran toprak ve su habitatlarında biyosürfektan üreten 

mikroorganizmaların bulunabilme sıklığının oldukça yüksek olduğu belirtilmektedir 

(Çelikdemir, 2012). Bu bilgiler çerçevesinde çalıĢmamızdan elde edilen bulgularınbu 

görüĢü doğrular nitelikte olduğu görülmektedir. 

Sonuç olarak; biyosürfektanların metal bileĢiklerle kompleks yapılar meydana getirme 

eğilimlerinin olması nedeniyle ağır metallerin yoğun olarak bulunduğu daha doğrusu 

bunlarla kirlenmiĢ toprak ve su habitatlarının temizlenmesinde kullanılabileceği tavsiye 

edilebilir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Sonuç olarak mevcut tez çalıĢmasında; hidrokarbonla kirlenmiĢ doğal alanlardan 

bakterilerin izolasyonu, tanılanması, antibiyotik ve ağır metal direnç yetenekleri ile 

biyosürfektan üretme özelliklerinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Belirlenen hedef 

doğrultusunda yapılan araĢtırma sonucuna göre; biyosürfektan üretebilen, ağır metal ve 

antibiyotiklerin çoğunluğuna dirençli olan 6 izolat tespit edilmiĢtir ( FH 1-1, FH 3-4, FH 8-

2, FH 18-2, FH 18-3, FH 18-4). 

Yaptığımız araĢtırma verilerine göre; elde edilen 36 izolattan sadece 7 tanesinin 

biyosürfektan üretme yeteneğine sahip olduğu belirlenmiĢtir. Bu bulgular çerçevesinde, 

hidrokarbonlarla kirlenmiĢ topraklarda biyosürfektan üretme yeteneğine sahip yerel bakteri 

türlerinin bulunma olasılığının oldukça yüksek olduğu hipotezini doğrular niteliktedir.  

Nitekim; petrol ve petrol türevlerini yapısında barındıran topraklardan yerel bakteri 

türlerinin izole edilerek bunlardan biyosürfektan elde edilmesi hem endüstriyel açıdan 

hemde bilimsel yönden oldukça büyük bir önem arzetmektedir. 

Özellikle 18. yüzyıl ve sonrası süreçte sanayi baĢdöndürücü Ģekilde geliĢmekte ancak 

bununla birlikte endüstriyel kirlilikte hızla artmakta olup busoruna çözüm üretmek adına 

ekosistemi olabildiğince koruma günümüz insanının öncelikleri arasında yerini almıĢtır. Bu 

çerçevede özellikle de petrol ve petrol türevinden kaynaklanan atık maddeler ve 

bulaĢmalar belirtilen kirlilik nedenleri arasında ilk sıralarda yer almaktadır. Bu 

hidrokarbonların doğaya bulaĢıp yayılmasında ise petrol kazaları, tanker sızıntıları ve 

fabrika atıkları vb. faktörler oldukça etkili olmakta ancak bu PAH ve türevleri doğada 

kendi baĢlarına parçalanamadıklarından bulundukları habitatda yaĢamını sürdüren canlılara 

zarar vermektedir. 

PAH ve türevlerini bulunduran atıklarla kirlenmiĢ habitatlarda çok farklı 

mikroorganizmalar özellikle de yerel türler bulunmaktadır. Literatür araĢtırması 

sonucunda; PAH`ların mikroorganizmalar tarafından parçalanarak çevresel kirliliğin yok 

edilmesinde etkili olacağı görülmektedir. 

Aynı zamanda metallerin yoğun olarak bulunduğu topraklardan izolasyonu yapılan 

bakterilerde ağır metallere karĢı gösterilen tolerans aslında çevrenin bu ajanlarla kirlenmiĢ 

olduğunun bir belirtisidir. Tüm bu nedenler göz önüne alındığında ağır metal direnç 
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yeteneğine sahip olan bakterilerin özellikle bu tür bölgelerde biyodegredasyonda 

(biyoparçalamada) tercih edilebileceği kanısına varılmaktadır.   

Ayrıca yapılan çalıĢma sonucunda elde edilen yerel izolatların özellikle petrol ve 

türevlerinin yapısında yer alan hidrokarbonların çok yoğun bir Ģekilde bulunduğu alanlarda 

tek veya komünite yani karıĢık kültür olarak biyoremediasyon çalıĢmalarında kullanımının 

ve performansının oldukça iyi olabileceği düĢünülmektedir. 

Son olarak; tez çalıĢmasında elde edilen izolatların tür tanımlamaları MALDI-TOF MS 

kullanılarak yapılmıĢ olup bu araĢtırma özellikle petrol ve petrol atıklarından izole edilen 

bakterilerin tanımlamasında bu yöntemin kullanıldığı ilk çalıĢma niteliğini de taĢımaktadır. 

. 
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