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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PETROL VE TUREVLERI ILE KIRLENMIiS TOPRAKLARDAN
AROMATIK HIDROKARBONLARI VE PETROLU
PARCALAYABILEN BAKTERILERIN iZOLASYONU VE BAZI
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Ferhat KANTAR

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Hatice OGUTCU

Bu c¢alismada kullanilan toprak oOrnekleri, Mersin ilindeki Kazanli ve Karaduvar
rafineri bolgesinden petrol ve petrol tiirevlerini igeren alanlardan (doldur, bosalt ve
depolama alanlar1) alinmistir. Toprak Orneklerinden toplam36 bakteri izole edilmistir.
Izolatlar morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin yani sira MALDI-TOF MS
yontemiyle tanimlanmistir. MALDI-TOF MS analizi sonuglarina goére izolatlarin;
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 tiirlerine ait oldugu belirlenmistir.
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Izolatlarin antibiyotik direnclilikleri ve toplam antibiyotik direng yiizdesi 10 farkl ticari
antibiyotik kullanilarak belirlenmistir. Toplam antibiyotik direng yiizdesinin en yiiksek
%63.8 ileNitrofurantoin’e, en diisiik % 0 Imipenem’e ait oldugu tespit edilmistir. Yine
izolatlarin agir metal direnglilikleri; CoCl,.6H20, ZnSO4.7H20, MnCl,.2H20 ve HgCl,
agir metallerinin 5 mM, 10 mM, 15 mM ve 20mM lik konsantrasyonlar1 kullanilarak
belirlenmis ve en yliksek agir metal direngliligi hem 5 mM hemde 20 mM'lik mangan

konsantrasyonlarinda gézlenmistir.

Ayrica izolatlarin biyosiirfektan iiretme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla “’Drop
Collapse’’metodu kullanilmis ve 7 izolatin biyosiirfektan sentezleme yetenegine sahip

oldugu tespit edilmistir.

Calisma sonucunda; petrol ve petrol tirevlerini iceren alanlardan poliaromatik
hidrokarbonlar1 parcalayabilen, agir metal ile antibiyotiklere karst direng gosteren ve
biyosiirfektan liretme yetenegi olan farkli bakteri tiirleri elde edilmistir. Bu 6zeliklere sahip
tirlerin biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilmasinin  ekosistemin dengesinin

diizenlenmesine katki saglayacag diisiiniilmektedir.
Temmuz 2019, Sayfa 124

Anahtar Kelimeler: Petrol ve Petrol tiirevi, Biyosiirfektan, Biyoremediasyon, Antibiyotik
Direnglilik, Agir Metal Direnglilik,
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ABSTRACT

MASTER OF SCIENCE THESIS

ISOLATION AND SOME PROPERTIES OF AROMATIC
HYDROCARBONES FROM PETROLEUM AND DERIVATIVES AND
POLLUTED SOILS

Ferhat KANTAR

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Hatice OGUTCU

In this study, soil samples were taken from areas containing petroleum and
petroleum derivatives (fill, discharge and storage areas) from Kazanli 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; CoCl2.6H20, ZnSO4.7H20, MnCl2.2H20 and
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HgCI2 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. GIRIS

Diinyadaki insan popiilasyonunun artmast ve sanayi devrimi sonunda petrol ve petrol
tiirevi atiklarinda oldukga fazla miktarda artislar gozlenmistir. Biiyliyen sanayi ve endiistri
caligmalar1 teknolojinin gelismesiyle daha fazla enerji gereksinimini dogurmustur. Bu artan
enerji talebi petrol ve petrol iriinlerinin kullanimini arttirarak, petroliin ¢ikarilmasini,
islenmesini ve nakliyesini giindeme getirmistir. Bu nakliyeler sirasinda ortaya ¢ikan

kazalar, sizintilar, dikkatsizlikler ise biiylik bir ¢evre sorunu haline gelmistir.

Petrol ve petrol tiirevi igeren hammaddelerin yapilar1 incelendiginde poliaromatik
hidrokarbon olarak bilinen bilesenlerden olustugu gortilmektedir. Bunlar yapilarinda C ve
H atomu igeren organik yapidaki kararli bilesikler olup iki ya da daha fazla benzen
halkasina sahip hidrofobik karakterli organik bilesikler olup (Zhang ve dig., 2006; Wcisto,
1998; Wang ve dig., 2010) icerdigi benzen halkasindan dolayigevre i¢in kirlilik tehditi

olusturmakta ve benzen halkasinin sayis1 bu tehditin oranini da artirmaktadir.

Yukarida bahsedilen tehlikeye ragmen petrol ve petrol tiirevlerinden kaynaklanan kirliligin
giderilmesi konusunda kapsamli ¢alisma ve bilgisel birikim yeterli degildir. Bu ¢oklu
kirliligin giderilmesi konusunda bazi arastirmalarin yapilmasi ve uygun yontemlerin

gelistirilmesi giiniimiizde ihtiya¢ haline gelmektedir.

Ozellikle tasima esnasindaki tanker kazalarinin ve boru sizintilarmin gerceklestigi
alanlarda petrol ve petrol {iriinlerini igceren zor pargalanan kompleksyapili bilesikler ve agir
metaller topraklarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler agisindan bozulmasina neden
olmaktadir (Eraydin-Erdogan, 2010).

PAH’lar canlilarin bir kisminda toksik etki yaparken bazi canlilarin besin maddesini
olusturmaktadir. Ozellikle mikroorganizmalar bu kirletici ajanlar1 Karbon kaynag: olarak
kullanmakta ve metabolik faaliyeti icin gerekli olan enerjiyide bunlardan elde etmektedir.
Son yillarda biyolojik iyilestirme c¢alismalarinda kullanilmalar1 olduk¢a Onemkazanmis
olup 6zellikle PAH’lar1 en 1yi oranda pargalama 6zelligine sahip yeni mikroorganizmalari
aragtirmaya yonelik ¢aligmalara dayogunluk verilmistir. Ozellikle de dogal ortamlarindan
izole edilen mikroorganizmalarin biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilmasi oldukga

onemli hale gelmistir.



Toprakta kirletici ajanlarin birikmesi o habitattaki canlilarin faaliyetlerini etkilemekle
birlikte besin zinciri yoluyla diger canlilarin ve dahasi insanlarin sagligini da tehdit eder
hale gelmektedir. Biyoremediasyon yontemi sayesinde PAH’ larda dahil olmak tizere

Ozellikle tehlikeli atiklarin temizlenmesi saglanmaktadir.

Bu calismada; Mersin Ili Kazanli Bolgesi Karaduvar-Kazanli mevkii rafineri depolama
alan1 ile doldur-bosalt istasyonu ve c¢evresinden poliaromatik hidrokarbonlari
pargalayabilme oOzelligine sahip dogal bakteri tiirlerinin izolasyonu, tanimlanmasi,
antibiyotik ile agir metal direncliliklerinin belirlenmesi ve biyosiirfektan {iretme
yeteneklerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu ¢er¢evede izolatlarin biyoremediasyon
calismalarina  dolayisiyla siirdiiriilebilir  ¢evre c¢alismalarina da 151k tutacagi

distiniilmektedir.
1.1. Petrol ve Petrol Tiirevleri

Konut, ulastirma, sanayi, endiistri, enerji ve tarimsal faaliyetlerde oldukga fazla kullanilan
petrol kelimesi Yunanca'da tas anlamimna gelen “petra” ile yag anlamimna gelen“oleum”
terimlerinden meydana gelmistir. Petroliin yapist incelendiginde;%85 karbon, %12
hidrojen, %3 oksijen, azot ve siilfiir iceren organik birhidrokarbondan olustugu
bilinmektedir. Petrol sivi formda, genellikle koyu yesil renkli, siyah veya kahverengi olup
yanici Ozellige sahiptir. Ayrica suda ¢oziinmeyen ve yapiskan bir 6zellik gosterir. Petroliin
farkli tipleri, igerisinde barindirdigr hidrokarbonlarin kimyasal yapilarinin farklh
olmasindan kaynaklanmaktadir (Onertiirk,1983; Faschchuk, 1991; Yalcin, 2008; Karaman,
2017).

Bircok kimyasal tiriiniin (boya, plastik, ve kozmetik) hammaddesi olan petrol ve petrol

tiirevleri endiistride ve giinliik hayatta yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Ham petroliin islenmesi sonucunda elde edilen iiriinlerden olan normal benzin, ugak yakiti,
fuel oil, siiper benzin, kursunsuz benzin, motorin, sivilastirilmis petrol gazi (LPG), nafta,
solvent, gazyagi, asfalt, kalorifer yakiti, madeni yag giinliik hayatta kullandigimiz
ihtiyaglar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mazot, ham petroliin ilk damitilmasi sonucu elde
edilmis giiniimiiz kosullarinda kullanimindan 6tiirii 6nemli bir yakittir baz1 durumlarda tas
komiirii yerine de kullanilabilmektedir. Amonyak, metanol, etonol, propilen, benzen, gibi
temel petrokimya {irtinlerinin diginda 4000'in {izerinde petrokimya iiriinii bulunmaktadir
(Acun, 1949; Sevil, 2003; Yalgin, 2008).



Petrol ve petrol tiirevlerinin yapisinda Poliaromatik hidrokarbon (PAH) olarak adlandirilan
karmagik yapili hidrokarbonlar bulunmaktadir. Environmental Protection Agengy- Cevre
Koruma Kurulusu (EPA) tarafindan PAH larin 16 tanesinin birincil seviyede Kirletici ajan

oldugu bildirilmistir.

Poliaromatik hidrokarbonlar ¢evre kirliligini olusturmalar1 yoniinden diinya giindeminde
oncelikli hale gelen bilesikler olup petrol tiirevlerinin salinimlari sonucu bulagsmaktadir.
Petrol rafineri atiklari, petrol tankerlerinin kazalari, petrol tasiyan gemikazalari, petrol
dolum bosaltim istasyonlarindaki sizintilarve fosil yakitlarin tamamimin yanmadan
atilmalar1 gibi sebeplerden dolay1 ekosistemde petrol kirliligi olusmaktadir. Bunlar sucul
ve karasal ekosistemlerde uzun siirede yok olmayan gevresel bilesikleri olusturmaktadir
(Yalgin, 2008).

1.2. Hidrokarbonlar

Yapisinda yalnizca hidrojen ve karbon atomu bulunduran bilesikler hidrokarbon olarak

adlandirilir, aromatik ve alifatikhidrokarbonlar olmak iizere iki grupta incelenir.

Aromatik hidrokarbonlar; yapilarinda bir veya daha fazla benzen halkasi bulunduran
bilesiklerdir. Benzen halkasi karbon atomlari arasinda sirasiyla bir tekli ve bir ¢ift bag
bulunduran en basit aromatik bir hidrokarbondur. Aromatik hidrokarbonlar ise monosiklik
aromatik hidrokarbonlar (MAH) ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) olmak {izere

iki gruptan olugmaktadir.

Alifatik hidrokarbonlar; yapisal olarak dallanmis yada diiz zincirli, bag sayisina gore ise
doymamis yada doymusolarak simiflandirilmaktadir. Doymus hidrokarbonlarin karbon
atomlar1 aralarinda tekli hidrojen bagi mevcut iken doymamis hidrokarbonlarin karbon
atomlart arasinda ise ikili veya ti¢lii hidrojen bagi bulunmaktadir. Alifatik hidrokarbonlar

alkanlar, alkenler ve alkinler diye ii¢ gruba ayrilir.
1.2.1.Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Petrol dokiintiileri, fosil yakitlarin tamamen yanmadan atilmasi, bunlarin kullanimi
sirasindaki thmal ve hatalardan kaynaklanan bulasmalar, karasal ve sucul ekosistemlerde
uzun siire kalan PAH’lar ¢esitli ¢cevrelere taginarak ve birikerek ekolojik dengede tahribata
neden olmakta olup bu sorunlarin hepsine tiim diinyada ¢6ziim aranmaktadir (Karakaya,
2003; Yunker ve Macdonald, 2003; Martinez ve dig., 2004; Kdoseler, 2008).



Genel olarak polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), poliaromatik hidrokarbonlar
olarak da bilinmektedir. Bunlar iki yada daha ¢ok benzen halkasindan olusmus hidrobobik
ve hidrofilik 6zellikler gosteren organik bilesiklerdir (Wcislo, 1998 ; Zhang ve dig., 2006;
Wang ve dig., 2010; Alver ve dig., 2012; Saygili, 2012; Kilig, 2015).

PAH’lar lipofilik yapida olmalar1 nedeniyle yagda ¢oziinme oranlar1 yiiksek olup bunun
aksine hidrofobik yapilarindan dolayr sudaki ¢oziiniirliik oranlar1 oldukga diisiiktiir. Bu
ozellikleri sebebi ile toprakta, sedimentlerde ve yag igeren maddelerde hava ve suya oranla

daha fazla bulunmaktadir (Saygili, 2012).

Poliaromatik hidrokarbonlar genis bir organik bilesik grubu olustururlar. Dortten az benzen
halkas1 bulunduranlar hafif PAH, yapisinda dort veya dortten daha fazla benzen halkasi
bulunduranlar agir PAH olarak gruplandirilirlar (Danyi ve dig.,2009;Alver ve dig., 2012;
Kilig, 2015).

Hafif PAH lara nazaranagir PAH'larin sudaki ¢oziiniirlikleri ve buhar basinglar1 daha
diisiiktiir. Yapisinda bulunan benzen halkalarmin sayisi arttikga ¢oziiniirlikk oranlari ve

buhar basinci azalmakta olup toksik ve kanserojenik Ozellikleri de artis gostermektedir

(Wenzl ve dig., 2006 ; Ferrarese ve dig., 2008; Alver ve dig., 2012; Kilig, 2015).

Ayni zamanda poliaromatik hidrokarbonlar ¢evre kirliligi acisindan olduk¢a 6nemli bir
siifit olusturmalarinin yanisira kanserojen, mutajen ve hiicreler icin toksik bir etki
gostermektedirler (Kabaday1, 2003; Kalkan, 2012).

1775°de Londra'da bulunan St. Bartholomew's Hospital da cerrah olarak ¢alisan Percivall
Pott baca temizlik isgilerinin derilerine bulasan baca isinden kaynaklanan PAH’larin testis
kanserine neden oldugu sonucuna ulagmis olup, onun bu gozlemi kanserin gevresel
faktorlerle olustugunun ilk kaniti olarak kabul edilmistir.Bundan yaklasik 100 y1l sonra ise
Almanya ve Iskogya'da parafin endiistrisinde c¢alisan iscilerde testis derisi kanseri
Volkmann ve Bell tarafindan tespit edilerek Pott'un bildirdigi sonug¢lar dogrulanmistir
(Luch ve Baird, 2005).1laveten kobaylarve insanlarla yapilan ¢alismalarda benzo(a)pyrene
iceren zengin PAH kaynagi olarak; oOzellikle yag, katran, is ve duman gibi kimyasal
maddeler bildirilmistir (Douben, 2003; Alver ve dig., 2012).

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC- International Union of Pure and
Applied Chemistry) ‘ne gore en basit yapili PAH'lar olarak ti¢ aromatik halkaya sahip
phenanthrene ve anthracene bildirilmistir. Benzen gibi daha kiiciikk yapidaki molekiiller
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poliaromatik hidrokarbon sinifinda yer almamaktadir. EPA tarafindan16 adet PAH hem
cevresel kirlilik hemde insan saghgi agisindan biiylik Onem tagiyan grup olarak
belirlenmistir (Saygili, 2012).

Cevre Koruma Ajansit (EPA) tarafindan 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 Kkirleticileri igeren atiklar canli ekosistemine oldukca
zararhdir (Garcia, 1999). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve EPA nin 6ncelikle bildirdigi 16
PAH tiiriine ait molekiil sekilleri, yapisal formlari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo
1.1. ve Tablol1.2. dedzetlenmistir (Karakas ve Pekey, 2005; Kilig, 2015).



Tablo 1.1. Diinya Saglik Orgiiti (WHOQO) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA) Tarafindan
Oncelikli Kirleticiler Listesinde Yer Alan 16 Poliaromatik Hidrokarbon Bilesenleri ( Kilig,

2015)
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Tablo 1.2. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Cevre Koruma Ajans1 (EPA) Tarafindan
Oncelikli Kirleticiler Listesinde Yer Alan 16 Poliaromatik Hidrokarbon Bilesenleri (Kilig,
2015) (Devami)
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1.2.2. Poliaromatik Hidrokarbonlarin (PAH) Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Saf bilesik formundaki PAH’lar; renksiz, beyaz, agik sari-yesil renkli, kat1 yapida ve hafif
bir hos koku igermektedirler. Arastirma amaciyla iretilenler disinda bu bilesiklerin
¢ogunlugu kullanilmamaktadir. Ancak birkag¢ tanesi saglik sektoriinde, pestisit, boya yada
plastik sanayinde kullanilmaktadir (ATSDR, 1995; Douben, 2003). PAH’lar kiikiirt dioksit
ve siilfiirik asit ile reaksiyona girdiginde siilfiirik ve siilfonik asit formlarini, azot oksit ve
nitrik asit ile reaksiyona girerek de nitro tiirevlerini olusturmaktadirlar (WHO, 1998;
Marce ve Borrull, 2000). Bunun yani sira ozon ve hidroksil radikalleri ile de reaksiyona
girerler (Douben, 2003; Alver ve dig., 2012).

PAHlarin sudaki ¢oziiniirliikleri, CAS kodlari, bilesik formiilleri, molekiil agirliklari,
renkleri, erime noktalari, buharlagsma noktalari, yogunluklari, Henry sabiti, buhar
basinglari, LogKoy Ve LogKoes degerleri Tablo 1. 3.°de verilmektedir. Tabloda yer alan
CAS numarasi, bilinen tiim kimyasal bilesikleri tanimlamak i¢in Amerikan Kimya
Dernegi ' nin (American Chemical Society) bir alt boliimiinde yer alan “Chemical Abstracts
Service” (CAS), tarafindan verilmistir. Bilesigin sudan lipide gegis potansiyelini LogKow
gostermektedir. Bilesigin toprakta yer alan organik karbon iizerine adsorblanma
potansiyelini ise LogK,c3 gostermektedir. Denge durumundaki bir bilesigin suda ve havada
bulunan derisimlerini agiklayan ve bu Kimyasalin uguculuk potansiyeli hakkinda bilgi
veren degere ise Henry Sabiti denilmektedir (Alver ve dig., 2012).



Tablo 1.3. Poliaromatik Hidrokarbonlarin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (Esen, 2006)
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=
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Pyrene (PY) 129000 | CyH, | 2023 | Remksiz | 1504 393 5=10° | 1271 135 11=10° |5.18| 438
: 342107 105s10° | 591 530

Chryzene (CHR) 218-019 | C,H,; | 2283 | Renmksiz | 2538 448 covcy | 1274 20 (stram ol 3
Benz{a]anthracene (BaA) 56-553 | CuHi | 2283 | Remksiz | 1607 400 28x10° | 1226 14 “ 110® [561] 530
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Dibenz[ablanthraceze (DabA) | 53-703 | CnHi | 2784 | Remksiz | 262 . ’““%‘ ol 128 05 tmadimal)? | 684 | 652
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1.2.3. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin (PAH) Kaynaklari

PAH lar kaynaklarina gore; dogal kaynakli ve antropojenik kaynakli olarak iki gruba
ayrilir. Dogal kaynakli olanlar; volkanik patlamalar, orman ve ¢ayirlarin yanmasi gibi
dogal olaylar sonucu olusurken; antropojenik kaynakli olanlari endiistriyel kaynaklar,
motorlu tasitlar ve sigara kullanimi olusturmaktadir. Endiistriyel kaynaklari ise; petrol
rafinerileri, ¢6p yakma {niteleri, ¢imento fabrikalari, kok ve asfalt iiretim tesisleri,
alimiinyum ve demir ¢elik fabrikalar1 olusturmaktadir. Ayrica 1sinma ve enerji elde etme
amaciyla kullanilan kdmiir ve odun gibi kat1 ve fosil yakitlar da PAH olusumundan

sorumludur (Kalkan, 2012).

PAH’larin ekosistemlere taginmasi genel olarak atmosfer araciligiyla olmaktadir. Gaz ve
aeresol fazda olan PAH’lar uzak mesafelere tasinabilmeleri ve bozunmaya kars1 direng
gostermelerinden dolay1 kentsel ve endiistriyel alanlarda genis kaynaklara sahip olmalarina
ragmen kirsal ve uzak alanlarda yiiksek derigsimlerde bulunurlar. Ayni1 zamanda PAH lar
kentsel ve endiistriyel alanlardan atmosfer araciligiyla kiyilara ve karasal yiizey sularina da
tasinmaktadir (Manoli ve Samara, 1999; Kalkan, 2012).

1.2.4. Cevre Uzerinde PAH larmEtKileri

PAHlarin sudaki ¢oziiniirliikleri diisiik olup kiigiik partikiiller veya gaz formunda
olduklarindan uzak mesafelere kolaylikla taginabilirler. Bunun sonucunda atmosferden
kuru ve yas ¢okelme olaylar1 araciligiyla topraga, bitkilerin ilizerine ve su kiitlelerine
diismektedirler. PAH bilesikleri atmosfere salinmalarindan sonra buradaki partikiil
formunda olan maddeler ile birlesirler. Ayrica hava sartlari, partikiillerin caplar ve
atmosferdeki maddelerle olan etkilesimi bunlarin degisik yerlere tasinma siiresini
etkilemektedir. Yine bunlarin atmosferde bulunan kiigiik partikiillere tutunmas: sonucunda
atmosferde yer alan ozon ve diger oksidanlar tarafindan fotodegredasyon siiresi daha
bliylik bir partikiillere tutunan PAH bilesigiyle kiyaslandiginda uzun siirede
gerceklesmektedir. Ornek verecek olursak PAH bilesiginin tutundugu partikiiliin cap1 1
um’den diisiik oldugunda fotodegredasyon siiresi birkag giin ile alti hafta arasinda olur
iken daha biiyiik bir partikiil de ise siire¢ birka¢ giine kadar diisebilmektedir (Koseler,
2008; Kalkan, 2012).

Yiizey sularinda yer alan PAH’larin ¢ogunlugu kati pargaciklara tutunup nehir yada

gollerin dip kisminda ¢okelti olustururkenbir kismi atmosfere buharlagsmaktadir. Ayrica
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toprakta yer alan PAH larin bir kismi atmosfere buharlagirken bir kismi ise yeralt1 sularina
karisir ve oradan akifere ulasirlar. Su ve kara ekosistemlerinde yasamini siirdiiren bitki ve
hayvanlarin iizerinde yer alan PAH derisimlerinin, toprak ve suda bulunan derisimlerinden
cok fazla oldugu bildirilmektedir. Ayrica poliaromatik hidrokarbonlarin yapist giines 15181
ve atmosferde bulunan kimyasallar araciligiyla bozulabilir (ATSDR, 1995; Kalkan, 2012).
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Sekil 1.1. PAHlarin ¢evredeki dagilimlan (Kalkan, 2012)

Lehndorff ve Schwark (2004) Almanya nin Cologne Bolgesi'nde yaptiklari bir ¢alismada;
yerlesim bdlgesi, havaalani, park ve sehir kenar1 gibi 43 farkli yerden cam yapraklarindan
ornekler alarak analiz yapmislardir. Cam yapraklar iizerindeki PAH derisimlerini 51-410
ng/g arasinda degistigini, phenanthrene, fluoranthene ve pyrene’in ise baskin PAH

bilesikleri oldugunu bildirmislerdir.
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Arastiricilar PAHlarin hayvanlar lizerinde dekarsinojenik ve mutajenik etkilerinin yanisira
toksik ertkilerinin de oldugunu gesitli ¢aligmalarda bildirilmistir (Castellano ve dig., 2003;
Kalkan, 2012).

Aym zamanda atmosferden sucul ekosisteme ge¢is yapan PAH'larin ozellikle deniz
ekosisteminde yasamini siirdiiren kabuklular vebaliklarinbiinyesinde birikmesi sonucunda
besin zinciri yoluyla insanlara da ulastigi belirlenmistir (Golomb ve dig., 1997; Kalkan,
2012).

1.3. Siirfektanlar

Siirfektan kelimesinin anlami "ylizeyi saran" olarak ifade edilmektedir. Sirfektanlar
hidrofilik ve hidrofobik gruplara sahip olmalarindan dolay: yiizey gerilimini azaltan veya
iki farkli fazda olan yiizeyler arasinda etkilerini gostererek yiizeyler arasi gerilimi diisiiren

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

Siirfektanlar; birisi dogal olarak digeri ise yapay olmak tizere iki tiirlii elde edilmektedir.
Dogal olan biyorsiirfektanlariiiretimi mikroorganizmalar sayesinde gerceklesmektedir.
Suda ¢6ziinmeyen substratlarda mikroorganizmalarin gelismelerine bakildiginda genellikle
aerob sartlarda siirfektan olusturduklart goriilmiistiir (Uysal ve Tirkman, 2004).Yapay
olarak {retilen siirfektanlar; bitkisel ve hayvansal yaglarin, yag asitlerinin, petrol
tiirevlerinin ve alkollerin bir dizi kimyasal siiregten gegmesi sonucunda iretilirler. Dogal
ozelliklede mikroorganizmalar tarafindan {retilen siirfektanlar giiniimiizde Onem

kazanarak sentetik siirfektanlarin yerine gegmektedir (Singh ve dig., 2006; Yilmaz, 2008).
1.3.1. Biyosiirfektanlar

Ik defa Gorin ve arkadaslar tarafindan 1961 yilinda Torulopsis magnoliae tiiriiniinhiicre
disia sentezledigi glikolipidlerin belirlenmesi ile bulunmustur (Gorin, ve dig., 1961;
Celikdemir, 2012). Daha sonra ise bu caligmadaki mikroorganizmanin yanlis oldugu
belirlenerek aslinda bu tiirtin Torulopsis apicola oldugu belirtilerek giincellenmistir
(Tulloch ve Spencer,1968; Celikdemir, 2012).

Genel olarak baktigimizda; mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, emiilsifikasyon
yetisine sahip, giiglii bir sekilde yiizey aktivasyonu sergileyebilen bilesenlere biyosiirfektan
ismi verilmektedir (Banat ve dig., 2000; Celikdemir, 2012).Mikroorganizmalar;yaglari,

karbonhidratlart ve hidrokarbonlar1 karbon kaynagi olarak kullanip oksijenli solunum
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sayesinde biyosiirfektanlarin sentezlenmesini ger¢eklesmektedir (Uysal ve Tiirkman, 2004;
Yilmaz, 2008).

Biyosiirfektanlarin yapay siirfektanlardan avantajli oldugu durumlar asagida siralanmustir;

e Biyolojik yollarla pargalanabilme 6zelligindedirler.

e (Cogunlukla diisiik toksik etki gostermektedirler.

e Canli dokularda zararli etkiye sahip olmadiklarindan kozmetik, gida ve ilag
tiretiminde katki maddesi amaci ile kullanabilmektedirler.

e Uretimleri amaciyla mikroorganizmalara hammaddeler (karbonhidratlar, yaglar,
hidrokarbonlar veya bilesimleri) substrat olarak direkt verilebilmektedir. Bundan
dolay1 da iiretimlerinin maliyeti daha diisiiktiir.

e (Cevresel kirliliginin kontrol edilmesinde; atik maddelerin detoksifikasyonunda,
petrol ve petrol tiirevleri ile kirlenmis topraklarin biyoremediasyonunda ve yag
atiklarinin kontrol edilmesinde kullanimlari oldukga uygundur.

e Ozel yapilarindan dolay: spesifik (yapilarinda kompleks organik molekiillerden
olusan 0zel islevsel gruplar bulundugundan) etki gosterirler.

e Ozellikle asir1 sicaklik, pH ve tuzluluk kosullarina toleransli olmalarindan dolay:

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

Yukarida belirtilen 6zelliklere ilaveten biyosiirfektanlar metaller ile bag kurma egilimine
yatkin olduklarindan dolay1 6zellikle agir metaller ile kontamine olan sularin ve topraklarin
aritilmasinda da son yillarda yogun olarak kullanimi tercih edilmektedir (Rodrigues ve
dig., 2006; Yilmaz, 2008).

1.3.2. Biyosiirfektanlarin Yapi ve Fonksiyonlari

Yiizey aktif ve amfipatik karakter gosteren biyosiirfektanlar ¢ok degisik yapisal ozellige
sahip olmalar1 dolayisiyla oldukga farkli alanlarda kullanilmaktadirlar. Biyosiirfektanlarin
hidrofilik grubunu; peptitler, katyonlar, anyonlar, aminoasitler ve polisakkarit gruplari
olusturur iken, hidrofobik grubunu ise yag asitleri, doymus ve doymamis yaglar
olusturmaktadir. Biyosiirfektanlarin siiflandirilmas: hidrofilik ve hidrofobik gruplarin
icerdigi yapilara gore yapilmaktadir. Ayni zamanda biyosiirfektanlar sivi ¢ozeltiler
icerisinde konsantrasyonlara bagli olarak farkli sekillerde bulunmaktadir (Sekill.2.).

Diisik konsantrasyonlarda tekli ya da lineer yapida bulunur iken yiiksek
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konsantrasyonlarda ise misel ve silindirik yapida bulunduklart bildirilmektedir(Lang ve
Wagner, 1987; Desai ve Desai, 1993; Yalgin, 2008).

Hidrofilik grup ~g B
Y
D

Sekil 1.2. a.Tekli formda biyosiirfektan, b. Misel formda biyosiirfektan, c. Silindirik

formda biyosiirfektan, d. Cift tabakali biyosiirfektan, e. Emiilsiyon formda biyosiirfektan
(Yalgin, 2008)

Genel olarak bakildiginda; mikroorganizmalarinsubstrata erisimesinin kolaylasmasi ve
mikrobiyal gelismenin cabuklagma sebebi, biyosiirfektanlarin ylizey gerilimini
azaltmalar, diisiik kritik misel konsantrasyonu saglamalari, emiilsiyonlar1 stabil hale
getirmeleri ve kopilirmeyi diizenlemeleri gibi 6zelliklerden olusmaktadir (Cerniglia,
1981;Poeton ve dig., 1999; Yalcin, 2008).Biyosiirfektanlarin yilizey gerilimini
degistirme(diisiirme) Ozellikleri dolayis1 ilepetrol ve tiirevlerinin, suda ¢oOziinmeyen
hidrofobik  yapidaki ~ maddelerin  ¢oziinirliiginii  kolaylagtirmakta ve  ayrica
biyodegradasyonun olusmasina da yardimer olmaktadir (Neu ve Marshall,1990; Banat ve
dig., 2000; Demirdogen,2012).

Dogal ¢evrelerdeki hidrokarbonlarin temizlenmesi amaci ile kullanilan siirfektanlardan
kaynaklanan yan {iriinler ¢evrenin kirlenmensine neden olmaktadir. Ancak
biyosiirfektanlar ¢evrede kirlilik olusturan maddeleri parcalarken bu arada kendileride
biyolojik yolla par¢alanabilmektedir. Bu baglamda biyosiirfektan {iretme yetenegine sahip
mikroorganizmalar Ozellikle PAH’lar ile kirlenmis alanlarin biyodegradasyonununda

onemli rol oynamaktadirlar (Rosenberg, 1999). Aymi sekilde oOzelikle petrol-
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yagbiyodegradasyonunda da kullanilabilmektedirler (Shulga ve dig., 1999). Ayrica
biyosiirfektanlar; seramik, herbisid ve pestisid formiilasyonu, deterjan iretimi, saglik
hizmetleri, kozmetik, selilloz — kagit sanayi, komiir, tekstil, gida sanayi ve maden
isletmeciligi gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Banat ve dig., 2000; Ron
ve Rosenberg, 2001).Yine biyosiirfektan iiretme yetenegi olan ¢ok sayidaki bakteri ve
maya tiirii, karbon kaynagi olarak hidrokarbonlart kullandiginda yiizey gerilimini
degistirebilme 6zelliginde olan glikolipid, fosfolipid ve lipopeptid vb. gibi biyosiirfektanlar
iiretebilmektedirler (Banat, 1995). Uretilenbiyosiirfektanlar hidrokarbonlar1 emiilsiye
etmekte ve pargalanan hidrokarbonlarin hiicre igine taginmasi islemine yardimeci

olmaktadir (Desai ve Banat, 1997; Yilmaz, 2008).
1.3.3. Biyosiirfektanlarin Simflandirilmasi

Biyosiirfektanlar; aminoasitler, peptit anyonlar1 veya katyonlari; mono-, di-, veya
polisakkaritlerden olusan hidrofilik kisim ile doymus ya da doymamis yag asitleri
barindiran hidrofobik gruptan olusmustur. Kimyasal yontemlerle
sentezlenensiirfektanlardan biyosiirfektanlarin farkliligi kimyasal yapilar1 ve mikrobiyal

Orijinlerinin farkli olmasidir (Desai ve Desai, 1993; Desai ve Banat, 1997; Yalgin, 2008).

Biyosiirfektanlar mikrobiyaltemelleri gbz Oniine alindiginda fungal, maya ve bakteriyal
stirfektanlar olarak ii¢ smifta incelenmektedir. Bakteriyal biyosiirfektanlar; Bacillus ve
Pseudomonas gibi cinsler tarafindan {iretilmis olan ramnolipidler, trehaloz lipidler,
aminoasit iceren lipidler ve hidrofobik proteinlerdir. Maya biyosiirfektanlari; Candida,
Endomycopsis ve Torulopsis cinslerinin irettigi mannosileritritol lipidler ve soforoz
lipidleri kapsamaktadir. Fungalbiyosiirfektanlar ise; Ustilago cinslerinden elde edilen

ustilajik asit ve Shizonella’nin {irettigi mannosileritritol lipidlerdir (Desai ve Desai, 1993).

Kimyasal komposizyonlarina gore biyosiirfektanlar; lipidler, lipopeptit/lipoproteinler,
glikolipidler, partikiiller ve polimerler olarak bes grupta incelenirler (Tablo 1.4)(Desai ve
Desai, 1993; Desai ve Banat, 1997; Yalgin, 2008).

Mikrobiyal siirfektanlar ve onlarin irettigi biyorsiirfektan ¢esitleri Tablo 1.4.°de

gosterilmektedir.
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Tablo 1.4. Mikrobiyal Siirfektanlarin Tipleri ve Kaynaklar1 (Kaya, 2008)

Biyosiirfektan | 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

Hiicresel lipidler

Ustilago zeae, U. maydis

2) Lipopeptidler ve lipoprotei

nler

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) Yag asitleri, notral lipidler

ve fosfolipidler

Yag asitleri

Corinebacterium lepus

Notral lipidler Nocardia erythropolis
Fosfolipidler Thiobacillus thiooxidans

4) Polimerik siirfektanlar
Emiilsan 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) Partikiiler biyosiirfektanla

r

Vesikiiller ve fimbria

Acinetobacter calcoaceticus

Bitiin hiicre

Cesitli bakteriler

1.3.4. Biyosiirfektan Ureten

Mikrooganizmalar: Belirleme Yontemleri

Biyosiirfektan iiretme yetenegi olan mikroorganizmalar1 belirlemek amaciyla bir¢ok
yontem tespit edilmis olup bunlar ile biyosiirfektanin yapisi ve fonksiyonu 6n plana alinir
iken diger taraftan hiicreden disariya saliverilen biyosiirfektanlarin hiicre disindakispesifik
davraniglari  da  dikkate almmistir.  Ornek verecek olursak Drop Collapse
yontemi;siipernatant damlaciginin mineral yag tizerine birakilmasindan sonra bu

damlacigin davranisina gore gozlemlenen Kkantitatif bir metottur. Baska bir belirleme
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yontemi olan Du Nouy Ring metodunda ise, yiizey geriliminin degisimi gozlenerek
yapilmaktadir (Bento ve dig., 2005; Tugrul ve Cansunar, 2005; Celikdemir, 2012).

1.3.4.1. Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktiviteyi belirleme testleri iki ¢esittir. Bunlardan birincisi; kanli agar besiyerine
ekilen bakterilerin besiyerinde olusturduklari zonlarin belirlenmesidir. Bu metotta; Kanli
agar besiyerinde bakteri tiremesi sonucu alyuvarlar pargalanir ve sonugta olusan zon
bakterilerin - hemolitik aktiviteye sahip oldugunu gosterir. Burada hemoglobin
molekiillerinin ~ par¢alanmasi  sonucunda olusan yesil zonlar isea-hemolitik
aktiviteninoldugunun kaniti olarak kabul edilmektedir(Siegmund ve Wagner, 1991;
Celikdemir, 2012).

Ikinci metotta ise; 540 nm’de eritrosit siispansiyonunun absorbansinin okunmasi ile
hemolitik aktivite belirlenir (Johnson ve Boese-Marrazzo, 1980).Bu test sonucunda elde
edilen pozitif sonucun hiicrelerin sahip oldugu enzimlerden kaynaklanabilecegi
varsayildigindan ikinci bir testin uygulanmasi tavsiye edilmektedir. Bu ylizden hemolitik
aktivite metodunun Dbiyosiirfektan tretimininin belirlenmesinde spesifik olamayacagi
arastiricilar tarafindan da bildirilmektedir (Heyd ve dig., 2008; Celikdemir, 2012).

1.3.4.2. CTAB (Setiltrimetilamonyum Bromid) Agar Testi

Metilen mavisi ile katyonik bir siirfektan olan setiltrimetilamonyum bromid (CTAB) igeren
agarli besiyerinde yapilmaktadir. Bu test ramnolipidler gibi anyonik siirfektan varliginin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ortamda yer alan katyonik biyosiirfektan olan CTAB
anyonik bir biyosiirfektanla reaksiyona girer ve metilen mavisinin rengini acarak seffaf zon
olusturur. Bunun sonucunda bakterinin anyonik bir siirfektan tirettigi kantitatif olarak tesbit
edilmis olur. Bu yontem ideal olmasina ragmen smirli sayida bir grubu belirlediginden
dolayi tiim biyosiirfektanlarin tesbitinde kullanilamamaktadir (Siegmund ve Wagner 1991,
Perfumo ve dig., 2006; Celikdemir, 2012).

1.3.4.3. Antron Yontemi

Bu metod spektrofotometre ile 6lgtimiiniin yapildigi kolorimetrik bir yontemdir. Giiglii bir
asit olan antron ramnoz ile 1sitilarak (9,10-dihidro-9-oksoantrasen) reaksiyona girmesiyle
renk olusumu gozlenir. 625 nm'de spektrofotometrede spektrumun okunmasi ve kayit

altina alinmas: ile sonuglar elde edilir(Helbert ve Brown, 1957; Hodge ve Hofreiter,1962).
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Maliyeti olduk¢a diisik olan bu yontem 20 mg/L’nin altindaki diisik ramnolipid
derisiminin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir (Noordman, 2000; Celikdemir, 2012).

1.3.4.4. Drop-Collapse Yontemi

Bu metod; hidrofobik bir siv1 lizerine biyosiirfektan yapisindaki madde damlatildiginda
damlacigin yayilmasi veyastabil halde kalabilme davranisina gore degerlendirilmesi
yapilan bir yontemdir. Inkiibasyon isleminden sonra érnegin santrifiijlenmesisonucunda
elde edilen biyosiirfektan igeren siipernatantin ilizerine mineral yag damlatildiginda
damlacik yayilma ozelligi gosterir iken sadece besiyeri damlatilan mineral yagda ise
damlacik besiyerinin hidrofilik olmasindan dolayr damla halinde kalmaktadir. Bu
yontemde; negatif kontrol olarak steril besiyeri ve su, pozitif kontrol olarakda Tween 80 ve
sodyum dodesil siilfat gibi yiizey aktif 6zellikte olan maddeler kullanilmaktadir. Ayni
zamanda bu yontem, diger metotlara gore kapsamli ve genel amacgli oldugu igin
aragtiricilarin da daha ¢ok tercih etmesine neden olmaktadir(Jain ve dig., 1991; Celikdemir,
2012).

1.4. Agir Metaller

Fiziksel 6zellikleri incelendiginde 5 glcm® (r>5g/cm®)'ten daha yiiksek yogunluga olan
metallere agir metal adi verilmektedir (Sevgi, 2007).Kursun, ¢inko, molibden, krom,
demir, kadmiyum, bakir, nikel, kobalt, vanadyum, aliiminyum, arsenik, kalay ve mangan
gibi 60 taneden daha fazla metal igeren gegis elementleri periyodik cetvelde en genis grup
olarak yer almaktadir. Bu agir metaller dogada kararli bilesikler olan silikat, oksit,
karbonat ve siilfiir halinde yada silikatlar igerisine hapsedilmis olarak bulunmaktadirlar.
Metallerin yogunluk degerleri goz Oniine alinarak ekolojikdengedeolusturduklar: etkileri
tahmin edilmeye calisilsa bile, metallerin biyolojik etkileri ile yogunluklar1 arasinda bir

iligski bulunmadig: bildirilmektedir(Yiicel, 2010; Cay, 2014).

Canlilar yasamlarimi siirdiirmek icin iz elementlere ihtiya¢ duymakta olup bu iz
elementlerin icerisinde bulunan agir metallere esansiyel agir metaller adi verilmektedir.
Yine canlilarin yasamlarini siirdiirmeleri i¢in gerekli olmayan agir metallere ise
nonesansiyel agir metal ad1 verilmektedir (Gohre ve Paszkowski, 2006; Sanchez-Chardi ve
dig., 2009; Cay, 2014). Nikel (Ni),mangan (Mn), demir (Fe), bakir (Cu) ve ¢inko(Zn) gibi
esansiyel metaller canlilarin yasamlarii stirdiirmeleri i¢in gerekli oldugu halde bunlarin

yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi ise toksik etki gostermesine
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nedenolmaktadir(Demirezen ve Aksoy, 2004). Bunun disinda kursun(Pb), krom (Cr), civa
(Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi esansiyel olmayan agir metaller diisiik miktarlarda bulunsa
bile canlilarda toksik etki gostermektedir ( Market, 1993; Altay, 2016).

1.4.1. Agir Metal Kaynaklari

Agir metaller kayaglarin ve bundan olusan topraklarin dogal bilesenleri olup, toprak
bilesimlerine bagli olarak farkli miktarlarda ve yapilarda agir metal igerirler. Agir
metallerin ¢evredeki jeolojik nedenlerle olusan dogal dagilim yapisinin sonyillarda
insanlarin etkisi ile biliyiik oranda degismeye basladigi gozlemlenmistir (Baskaya ve
Teksoy, 1997; Kocaer ve Baskaya, 2003; Ozdemir, 2008).

Cevreye agir metallerin bulasma siiregleri iki sekilde olmaktadir; dogal kaynakli ve insan
kaynakli (antropojenik). Dogal kaynakli bulasmalar; minerallerin hava, riizgar ile aginmasi,
erozyon ve volkanik patlamalar seklindedir. Antropojenik kaynakli yollar ise, madencilik,
termik santraller, evsel 1sinma sistemleri, motorlu tasitlar, giibreler, pestisitler, demir-gelik,
seker, c¢imento, petrokimya ve metal endistrileridir (Chehregani ve Malayeri, 2007;
Sabiha-Javied ve dig., 2009; Cay, 2014). Temel endistrilerden dogaya saliverilen agir

metal ¢esitleri Tablo 1.5. de verilmistir.

Tablo 1.5.Temel Endiistrilerden Dogaya Saliverilen Agir Metal Cesitleri (Cay, 2014)

Endiistri Tipi [ Co |Cd |Cr |[Cu |Pb [Ni |Sn [Zn |Fe [As | Al | Mn | Mo |V

Kagit N T S S I I e R T AT I - -
Petrokimya SR I S I S ST B S A B S I N P P P + |+
Klor-alkali SIS I I T IS I I I I A - -
Giibre Sanayi | - + |+ |+ |+ [+ |- + |- - - + |+ |+

Demir-gelit |+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |-

Enerji Uretimi | - |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |- |- |- |+ |+ |+

Cevreye saliverilen agir metallerin  yaymimlart  gozlemlendiginde ise ¢ok farkli
isletmelerden bir dizi siiregler sonucunda atmosfere saliniminin oldugu belirlenmistir. Sekil
1.3.°de agir metallerin atmosfere farkli sektorlerden yayilimlari sematik olarak ifade

edilmistir (Kahvecioglu ve dig., 2007).
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Sekil 1.3. Sematik olarak agir metallerin dogaya yayinimlari (Kahvecioglu ve dig.,2007)
1.4.2. Agir Metallerin Cevreye Olan Etkileri

Agir metallerin ve metaloidlerin biiylik bir kismi toksik oldugu igin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi zehirlenmelere neden olmaktadir (Kara, 2005; Arora ve dig.,
2008). Agir metallerin etkileri toprakta ve canlilarda kisa zamanda gozlemlenemediginden

devamli olarak agir metal birikimi tespit edilerek kontroledilmelidir (Cay, 2014).

Insan faaliyetlerinin cevredeki agir metallerin dagilimma etkisi olduk¢a fazladir
(Facchinelli ve dig., 2001). Bunlar; ¢imento Ssanayii, cam sanayii, ev aletleri {iretim
sektorili, demir ¢elik sanayi, termik santraller, ¢6p ve atik ¢amur yakma tesisleri, tekstil
endiistrisi  kuruluslari, rafineri  ve  endistriyel  faaliyetler  (Market,
1993).ilavetenbiyosferdeki duman ve partikiillerin kaynagmi fosil yakitlar ve tasitlar
olusturur iken toprakta bulunan agir metal kaynaklarini ise atiklar, pestisidler ve giibrelerin

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

Agir metaller topraktaki baska maddeler ile tepkimeye girdigi igin toprakta dogrudan
tespiti zor olmaktadir. Ayrica agir metal kirliligi sularin kalitesini bozmakla birlikte yeralt:

sularina karigip mikroorganizmalara da zarar vermekte, bitkilerin yapilarina girmekte en
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son agsamada ise besin zinciri yoluyla insana ulasarak ciddi boyutlara ulasmakta ve tehlikeli

bir hal almaktadir ( Cay, 2014).

Agir metallerin serbest radikal formlar1 oksidatif stresin olusmasina neden olmakta
(Mudipalli, 2008) ve kararsiz yapidaki bu serbest radikaller kararli bir hale gegmek
amaciyla canli hiicrelerine saldirarak zarar vermektedirler (Krystofova ve dig., 2009).
Canlilar agir metallere ¢ok fazla maruz kaldiginda serbest radikaller enzim ve
pigmentlerindeki temel elementlerin yerine gegerler ve canlilik fonksiyonlarini bloke
ederler(Ali ve dig., 2013; Cay, 2014). Agir metaller mikroorganizmalarinmembran
fonksiyonlarin1 engellemeleri, niikleik asitlerine zarar vermeleri ve enzimatik aktivitelerini
engellemelerinden dolayr toksik olmaktadir (Gadd, 1992; Doelman ve dig.,1994;
Freedman, 1995; Akkan, 2009).

Biyosferde yer alan agir metaller yagmur gibi atmosferik olaylar sonucunda suya
gecebilmektedir (Hornbuckle ve dig., 1993; Jeremiason ve dig., 1994; Tasdemir, 1997;
Akkan,2009).

1.4.3. Mikroorganizmalarda Metal Diren¢ Mekanizmasi

Agir metaller periyodik cetvelin gegis elementlerinde bulunmasiminnedeni d- orbitallerinin
yeterli sayida elektrona sahip olmamasindandir. Bu ise agir metallerin farkli elementlerle
tepkimeye girmesini kolay hale getirmektedir. Yine budzelliklerinden dolay1 agir metaller
iz element olarak ¢ok sayidaki biyokimyasal reaksiyonda onemli rol oynamaktadirlar
(Nies, 1999; Diilger, 2012).

Bruins ve dig.,(2000) nin bildirdigine gore; mikroorganizmalar hayati faaliyetlerini devam
ettirebilmek i¢in agir metallere iz miktarda bile ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu iz elementler;
potasyum, kalsiyum, bakir, magnezyum, kobalt, nikel, krom, ¢inko, manganez,demir ve
sodyum vb.bazi metallerdir. Canlilarin hayatsal faaliyetlerinde gerekli olmayan metaller
ise altin, civa, gimis, kursun, kadmiyum ve aliiminyum gibi elementlerdir. Esansiyel
metaller gesitli hayatsal faaliyetlerde 6nemli rol oynamakta olup bunlar; biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizlemek, protein yapisin1 ve bakteri hiicre duvar yapisini stabilize etmek,
osmotik dengeyi korumak, gen ekspresyonunu diizenlemek, biyomolekiilleri aktive etmek,
elektron alicis1 veya vericisi olarak enerji metabolizmasi olarak siralanabilir. Bunlardan
demir, bakir ve nikel gibi esansiyal gecis metalleri redoks tepkimelerinde rol oynarken,

magnezyum ve c¢inko gibi esansiyal metaller (elektrostatik giicleri sayesinde) farkli
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enzimleri ve DNAy1 stabilize ederler. Demir, nikel, magnezyum ve kobalt ise kompleks

molekiillerin yapisinda diizenleyicilik gorevini tistlenmislerdir (Diilger, 2012).

Mikroelementer V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo ve W makro elementlere gore daha az
oranda bulunmalarina ragmen hayat i¢in zaruriyet gosterirler ve ¢ogunlukla bulunduklar
ortamlardan temin edilirler. Bu sekildeki metallere zorunlu (esansiyel) metaller adi
verilmis olup kofaktor seklinde kullanilmalarindan dolayida ihtiyag duyulmaktadir (Bruins
ve dig. 2000). Bunlar proteinlerin, enzimlerin yapilarinda bulununur Kkatalitik
reaksiyonlarda gorev yapar. Elektron transferinde ve osmotik dengenin kurulmasinda,
bakteri hiicrelerinin enzimlerinininde yapisinda yer almaktadirlar (Wackett ve dig. 2004).
Ayrica glinlimiizde ¢ok sayidaki metalin hala biyolojik olarak rolleri tam olarak
bilinmemektedir. Bu metaller agir metaller veya zehirleyici etkiye sahip (toksik)

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

Prokaryotik canlilarin ortaya ¢ikmasiyla birlikte metallere karsi direng sistemleride
belirgenlesmeye baslamistir (Sevgi, 2007). Toksik o6zellikteki metallere direng
olusturulmas1 mikroorganizmalarin yasadig1 bolgede =zehirleyici etkiye sebep olan
metallerin bulunmasi1 ve bu metallerin mikroorganizmada olusturdugu olumsuz etkidir

(Guzzo ve dig., ; 1999; Giilcan, 2006; Diilger, 2012).

Bakterilerin yasamindagoriilen stres; dis etkilerden olusan, bakterinin gelisme hizin
azaltan veya oliimiine sebep verecek sekilde hiicresel fizyolojiyi ya da metabolik olarak
diizensizlik veya karisik bir durum olarak ifade edilebilir. Sicak soguk soku, asit, osmotik
ve oksidatif stres gibi durumlara bakterilerin géstermis oldugu tepkiler olarak gibi farklh
sekillerde karsimiza ¢ikmaktadir. Metallerin mikrobiyal beslenmede nasil bir rol aldigi tam
olarak bilinmesede strese neden oldugu diisliniilmektedir. Ayrica toksik yapidaki
metallerin hiicrede bulunmasi strese sebep olurken, ihtiya¢ duyulan metal iyonlarinin
gereginden fazla bulunmasi ya da bulunmamasindan kaynakli da stres de olusabilir

(Torabi, 2013).

Bakterilerde metal iyonlarina kars1 direng sistemi ile kodlanmis genler cogunlukla plasmid
ve transpozon adi verilen hareket halindeki genetik 6zellikteki yapilarda bulunmaktadir ve
bu metal iyonlara yanit olusturan regiilatorler ise sitoplazmada yer almaktadir. Aslinda
bakteriler fiziki sartlarda degisiklikler ile karsilagtiklarinda buna hizli bir sekilde yanit
saglayabilirler veya hayatlarim1 yitirirler. Bu degisiklikler; anaerobik ortamdan aerobik

ortama gegis, sicaklik degisimleri, pH, iyonik gili¢, osmolarite, su aktivitesi, besin
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kaynaklari eldesi i¢in rekabet, metal iyonlarina ve toksik kimyasal maddelere maruz kalma
olarak siralanabilir. Bakterilerde bunlara bagli zararlarda siiratli bir sekilde algilama
gerceklesmelidir ki bu olaylara bagli olarak metal iyonu atilmasinda, metal iyonu zararinin

bertaraf edilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan proteinlerin aktif olmalari ile gerceklesebilir (Torabi,

2013).

Bilim insanlari, agir metallerin bakteri suslar1 i¢in MIC (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) degerlerini farkli dogal habitatlarda arastirmis ve bakterilerde direng
mekanizmasmin yayilmasmin nedenini ise degisen c¢evre sartlarina adaptasyonlarini
saglayan plazmidler olarak bildirmislerdir. Yine arastiricilar, degisik yasam kosullarinda
gerceklestirilen denemelerde metallere direnclilikte etkili olan  genlerin, konjugatif
plazmidler ve konjugatif transpozonlar gibi yapisal elemanlar {izerinde kodlu oldugunu
belirlemislerdir (Sandaa ve dig., 1992; Scott, 1992; Davies, 1994; Doelman ve dig., 1994;
Saylers ve Shoemaker, 1994; Arvanitidou ve dig., 1997; Akkan, 2009).

Giinlimiize kadar yapilan ¢aligmalar incelendiginde; mikroorganizmalarda ozellikle de
bakterilerde agir metaler ile antibiyotiklere kars1 gosterilen direng mekanizmalar1 arasinda
bir iliskinin oldugu bildirilmektedir. Aslinda bu iki mekanizmada da mikroorganizmalar
arasinda konjugasyon ya da transdiiksiyon ile genetik madde aktarimi olmaktadir. Bir
kistm mikroorganizmalarda bu iki direnglilik genleri ayni plazmid iizerinde de
bulunabilmektedir. Yine arastirmacilar bakterilerde gerceklesen metal direng
mekanizmasinin antibiyotik kullanimindan daha 6nce gozlemlendigi tespit etmislerdir

(Sevgi, 2007).

Mikroorganizmalarin metallere kars1 gosterdikleri direng mekanizmalari;

- Metallerin hiicreden digartya aktif transportu

- Metalin proteine baglanarak hiicre igerisinde alikonulmasi

- Ekstraseliiler alikonulma

- Metallerin daha az toksik formlara doniistiiriilmesi (enzimatik detoksifikasyon)

- Metallerin etkili oldugu hiicresel komponentlerin metallere hassasiyet o6zelliginin

azaltilmasi

- Gegirgenlik bariyeri olusturularak metallerin hiicre disinda tutulmas1 (Sevgi, 2007).
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1.4.4.Cahismada Kullanilan Agir Metaller

1.4.4.1. Kobalt (Co)

Kobalt adi; kalay ve kursun iiretiminde erimeyen ve metalin kullanilmasina engel olan kati
yapisindan dolayr maden ruhu, seytan manasinda kullanilan “kobold” kelimesinden
gelmektedir. M.O. 2000'li yillarda kobalt bilesikleri cam ve emayede mavi boya seklinde
kullanilmis ve 1742’de Isveg'li bilim insan1 G. Brant kobalt1 yeni tespit edilen bir metal
olarak bilim diinyasina kazandirmistir. Daha sonralar1 ise Tobern Bergman (1780) kobaltin

element olarak tanimlamasin1 yapmistir (Habashi, 1997; Ozdemir, 2008).

Kobalt, savunma ve endiistriyel sanayinde siiper alasim olarak jet motor tirbiinlerinde
kullanililmaktadir. Yine kesici uglarda ve elmas takimlarinda alasim elementi seklinde,
korozyonu engelleme amaciyla ve mekanik oOzelliklerin iyilestirilmesi seklinde
alasimlarda, takim celiklerinde, yiiksek hiz elde etmek amaciyla kullanilan celiklerde
kullanilir. Ayrica kobalt bilesikleri; vernik ve miirekkeplerde kurutma maddesi amaci ile
boyalarda renk pigmenti seklinde, petrol ve seramik sanayisinde katalizor olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin disinda kayit cihazlarinda, pillerin elektrot kisimlarinda ve

manyetik 6zellikli malzemelerde kullanimi da mecuttur (Ozdemir, 2008).

Kobalt ve iiriinleri kanserojen olarak tanimlanmamasina ragmen kanserojen bir madde gibi
goriilmektedir. Ancak kobaltin kullanildigi implantlarda o bdlgede tiimoér olusumu
gozlenmis ve hayvanlar lizerinde yapilan arastirmalarda kobalt siilfitin tek zincir DNA
kiriklarina sebep oldugu bildirilmistir (Kawanishi ve dig.,1994). Ayn1 zamanda kobaltin,
indirekt yol 1ile oksidatif stres olusumuna neden olarak reaktif oksijen gruplarinin

birikmesine sebebiyet verdigi de belirlenmistir (Freeman ve dig., 2005; Ozdemir, 2008).

Canlilarin diyetinde kobalt ¢ok az bir yere sahip gibi goriinse de kirmizi kan hiicrelerinin
tiretiminde ve sinir sisteminde kullanilan B12 vitaminin (yorgunluk, sindirim kolaylig1 ve
kas problemlerinin giderilmesi) bilesiminde yer almaktadir. Viicudumuzda yap1 tasi olarak
gorev alirken anemiyi engelledigi bilinmektedir. Ayrica kobalt yetersizliginde pernisiyoz
(zararl) anemi ve sinir bozuklugu vb. sikintilar goriilmekte olup yeterli B12 vitamini

alindiginda ise bu problemler gériilmeyebilir (Kawanishi ve dig., 1994; Ozdemir, 2008).
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1.4.4.2. Civa (Hg)

Insanoglunun bildigi en eski metallerden birisi olan civa oda sicakliginda sivi formda
bulunur. Yogunlugu 14.06 g/cm?® olan civa periyodik cetvelin 2B grubunda yer alan bir
gecis elementidir. Yine incelemeler sonucunda; yerkabugunda ortalama 0.08 ppm, deniz
suyunda ise 3x10®° ppm miktarinda bulundugu belirlenmistir. [laveten dogal civa
iceriginin havada 0.005 — 0.06 ng/m3; bitkilerde 0.001 — 0.3 pg/g (genelde < 0.01 pg/g)
oraninda bulundugu bildirilmektedir (Giiven, 2009).

Civanin kullanim alanlarina bakildiginda hem metalik olarak hemde organik ve inorganik
civa bilesikleri olarak; ilag sanayinde, dis tedavilerinde dolgu materyali seklinde,
termometrelerde, baz1 metallerin {iretim prosesinde, laboratuvar calismalarinda, boya ve
kagit sanayinde yogun olarak yer aldig1 bilinmektedir. Sonyillarda civanin tiim formlarinin
flora ve fauna igin zararlt oldugunun belirlenmesinden dolay1 kullanimi oldukga azaltilmis
hatta baz1 endiistriyel alanlarda kullanimina yasak getirilmistir (Habashi, 1997; Bingham
ve dig., 2001). Ayrica civa yiiksek buhar basincina sahip olmasindan dolay1 da oda 1s1sinda
dahi kismi olarak buharlagsma gosteren bir metaldir. Tiim bu o6zelliklere ilaveten;
madencilik sektdriinde civa bulunduran kayaglarin parcalanmasi, fosil yakitlarin kullanimi
sonucu, civa prosesi sirasinda, kat1 atik depo alanlarindan sizintilar, pillerin kontrolsiiz
cevreye atilmasi, dis dolgu maddesi olarak kullanilan amalgam ve ev esyalarinda civa
barindiran malzemelerin deformasyonu sonucunda civanin agiga ¢ikmasi gibi olaylar
sonucunda (insanlarin galigsmalar1) hava ve sularda miktarinin artmasina yol agmaktadir.
Ayrica metilciva da baska bir kirletici kaynak olarak karsimiza ¢ikmakta olup suya karigan
civanin bakteriler ve cesitli organizmalar aracilifiyla metilcivaya cevrilmesi sonucu
olugmaktadir. Daha sonraki asamalarda ise palanktonlar, onlar tiiketen kiigiik baliklar ve
midyeler, kiiciik baliklar1 yiyen biiyiik baliklar ve son olarakta deniz memelileri araciligi

ile besin zincirine karigsarak dongiiyii olustururlar (Gtiven, 2009).
1.4.4.3. Mangan (Mn)

C.W. Schele ve dig. mangani ilk olarak tespit etmisler ancak 1774 yilinda J.G. Gohn
tarafindan serbest metal olarak ayristirilarak bilim diinyasina kazandirilmis ve ismini ise
ilk bulundugu manyetik kayadan almistir. Yerkabugunda bulunan en yaygin 12. elementtir.
Serbest metal olarak bulunmayan mangan 100’den fazla mineral ile bilesik halde bulunur

iken % 7-27 oraninda ise denizlerin tabaninda bulunan nodiillerde de goriilmektedir (Liu

ve dig., 2005).
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Manganin; fungusit olarak, camlarda, seramiklerde, boyalarda, kuru hiicre pillerinde,
pigmentlerde, gida katki maddelerinde ve tipta uzun yillar boyunca kullanildig
bilinmektedir. Yine manganin %90'dan fazlasi demir ve ¢elik prosesinde ve demirsiliko
mangan alagimlarinin yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica korozyonu azaltmak amaciyla
bakir veya aliiminyum alagimi olarak, permanganat ile yapilan alagimlarinin da kimya
endiistrisinde oksidasyon reaksiyonlarinda kullanimi tercih edilmektedir (Gerberve dig.,

2002; Ozdemir, 2008).

Yukarida bahsedilen o6zelliklerine ilaveten esansiyel bir element olarak mangan
antioksidant savunma sisteminde oldukca etkindir. Ayrica kanser hiicrelerini modifiye
etme 6zelligi de bulunan siiperoksit dismutazin'in (MnSOD) yapisinin bir boliimiinde yer

alir (Parker ve dig., 1987; Liu ve dig., 2005; Ozdemir, 2008).

Manganin bakterilerdeki dozunun artmasit DNA’nin replikasyonunu ve onarimina etki
etmektedir. Mutajeniteyi belirlemek amaciyla uygulanan AMES testinde 6zellikle mangan
sorumlu olmadig1 halde mikroorganizmalarda ve memeli hiicrelerinde DNA zararlarina ve
kromozom kirilmalarina sebep oldugu bilinmektedir. Mangan miktarinin canlida artmasi
memelilerde verimliligi olumsuz olarak etkilerken embriyo ve fetiis iizerinde zehir etkisi
gostermektedir (Domingo, 1994). Manganin kansere sebebiyet verdigi ile ilgili veri sayist
¢ok azdir ve inorganik manganin karsinojenik 6zelligi de bildirilmemistir (Gerber ve dig.,

2002; Ozdemir, 2008).
1.4.4.4. Cinko (Zn)

Uretimi hakkinda net bir bilgiye sahip olunmasa da M:O 1000 yillarinda Cinliler, 14.
yiizyilda ise Hintlilerin metalik ¢inko iiretmis olduklar ifade edilmektedir. Kesin kayitlara
bakildiginda ise ilk kez Avrupa’da Lohyenns Goslar'da bu metali tanimlamis (1617) ve
adm1 da koymustur (Ozdemir, 2008).

Cinko korozyondan korunmayi iyi derecede saglamaktadir. Cinko demir konstriiksiyon
malzemelerine oranla daha fazla elektronegatif 6zellik gostermesinden dolayi, ¢inko
kaplamalar celik ingsaatlar i¢in korozyondan korunmayr gergeklestirir ve bu yapist da
¢inkonun en onemli kullanim alanmi belirlemektedir. Cinko oksit (ZnO), ¢inko beyazi
yada Cin beyazi olarak ifade edilir ve boya pigmenti olarak kullanilmaktadir. Ilaveten
¢inkonun; bronz, demir, cam, kagit yapimi, fungisitler, akii ve kauguk-lastik sektorlerinde

de kullanildig1 goriilmektedir. Tip alaninda; kozmetik iiriinler, antiseptikler ve insiilin
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preparatlarinin hazirlanmasinda da aktif olarak kullanildigi bilinmektedir (Vural, 1993;
Ozdemir, 2008).

1869'da Raulin tarafindan yapilan g¢alisma sonucunda g¢inkonun Aspergillus niger'in
bliylimesi i¢in gerekli oldugunu ilk olarak ifade edilmistir. Ayrica ¢inkonun
mikroorganizmalarin, bitkilerin ve hayvanlarin biiylimesini gelismesini ve farklilasmasini
saglayan zorunlu bir element oldugu bildirilmistir (McCall ve dig., 2000; Choudhury ve
Srivastava, 2001).

Ayrica ¢inkonun canlinin gelisimi, yumurta olgunlagmasi, deri fonksiyonu, yara iyilesmesi,
bagisiklik giicii ve protein, karbohidrat, yag, niikleik asit sentezi ya da degradasyonu gibi
cok sayida gorevleri oldugu belirtilmektedir. Ayni zamanda karbonik anhidraz, alkol
dehidrojenaz, ve karboksipeptidaz gibi 70'den fazla metaloenzim fonksiyonu i¢in ko-
enzim bileseni olarak gorev yapmakta, DNA bagl proteinlerin de temel bilesenini
olusturmakta ve tRNA sentetaz da ¢inkoya bagimlidir. Fizyolojik oranlarda bulunan ¢inko
ise Cd, Hg, Pb ve Sn gibi diger agir metal iyonlarinin toksik etkilerini azaltmada énemli

rol oynamaktadir (Glasfeld ve Schimmel, 1997; Ozdemir, 2008).

Cinkonun yliksek miktarlar1 birden ¢ok O6nem arz eden fonsiyonlari etkisi altina alan
inhibitérdiir. Ayn1 zamanda ¢inko bakteri ve mitokondrilerin elektron tagima sisteminin
potansiyel inhibitoriidiir. Yine toksik etkisininde Cd, Hg, Pb, Cu, Ni ve Co gibi diger
metallerle kiyaslandigit zaman daha disik oldugu bildirilmektedir (Choudhury
veSrivastava, 2001; Ozdemir, 2008).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

“Petrol ve Tiirevleri ile Kirlenmis Topraklardan Aromatik Hidrokarbonlari ve Petrolii
Parcalayabilen Bakterilerin izolasyonu ve Bazi Ozelliklerinin Belirlenmesi” baslikli
tezimde faydalandigim ulusal ve uluslararasi literatiirden calisma konumuzla yakindan

ilgili olan aragtirmalar tarih sirasina goz oniine alinarak asagida 6zetlenmistir.

Christova ve dig., (2004) hidrokarbonun kirletmis oldugu endiistri alanlarinda yapmis
olduklari bir ¢alismada; bakterinin izole edilmesinde tek karbon kaynagi %2 n-hekzadekan
igeren mineral salt besiyerini tercih etmislerdir. Saflastirma isleminden sonra tek koloniler
100 ml'lik erlenlerin i¢inde zenginlestirici olarak %2 n-hekzadekan yada n-parafin igeren
10 ml'lik besiyerlerine aktarilip inkiibasyona birakilmistir. Bu ¢aligma sonucunda yeni bir
sus olarak bildirilen Renibacterium salmoninarium 27BN VITEK sistemi, biyokimyasal ve
fizyolojik testler ile tanimlamas1 yapilmis olup biyosiirfektan iiretebildigi de belirlenmistir.
Uretilen biyosiirfektanin ise Pseudomonas aeuroginosa susu igin spesifik dzellikte olan
RLL ve RRLL iki ramnolipitini irettigi kromotografi ve kizilotesi spektrofotometre

analizleri sonucunda belirlendigi bildirilmistir.

Mersin ilinde bulunan rafineri alanlarindan alinan toprak ornekleri M9 minimal
besiyerinde (zenginlestirilerek) inkiibasyona birakilmig ve inkiibasyon sonucunda
Pseudomonas (ARP) cinsine ait oldugu belirlenen 50 alt tiiriin izolasyonu ger¢eklesmistir.
Bu calismada MM9 agar besiyerinde en iyi lireyen ARP26 ve ARP28 numarali suslar
biyodegradasyon testlerinde kullanilmistir. Bu amagla yapilan ¢aligmada; phenantrene nin
yedi giinliik iiremesinin sonunda ARP26 no’lu susta %93, ARP28 no2lu susta %98
oraninda ayrigmasinin (par¢alanma) oldugu bildirilmistir. Ayrica ARP26 ve ARP28 no’lu
izolatlarin herikisinde de 26kb lik phenanthrene degredasyonundan sorumlu bir plazmidin

bulundugu tespit edilmistir (Coral ve Karagoz, 2005).

Yapilan arastirmalar incelendiginde; Drop Collapse metodu biyosiirfektan iiretimini tespit
etmek icin hizli bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Arastiricilar Drop
Collapseyontemini Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis’in biyosiirfektan
tretimlerini gostermek amaciyla kullanmistir. Drop Collapse yontemi sivi kiiltiirde
ramnolipit varhigint belirlemek uygulanmistir. Bu yontemde; mikroplate kuyucuklar
mineral yag ile kaplandiktan sonra eklenen siipernatantda biyosiirfektan iiretimi var ise

mineral yag ¢oziilerek siipernatantin kuyucukta yayildigr goriiliir ancak siipernatant
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biyosiirfektan bulundurmuyorsa mineral yagin ¢o6ziilmedigi silipernatantin ise damla
halinde kadigi bildirilmistir. Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis suslarinin
siipernatantlarinin  yayildigi goriilmiistiir. Bu yayilmanin ise biyostlirfektan varligini

belirledigi ifade edilmistir (Tugrul ve Cansuar, 2005).

Hunterve dig., (2005) tarafindan ii¢c ve daha fazla benzen halkas1 igeren pyrene (Pyr) ve
benzo[a]pyren (BaP) gibi molekiil agirligr yiiksek poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalama
Ozelligi gosteren bakterilerin izolasyonu arastirtlmistir.  PAH’1in  bulagmis oldugu
topraklardan Bacillus subtilis tiirii izole edilmis ve yag asidi metil ester analizi ile teshisi
yapilmistir. Ayrica izolatin biyodegradasyon kapasitesini belirlemek amaci ile pyrene, 1-
aminopyrene ve 1-hidroksipyrene’in her birinin 33ug/ml’lik konsantrasyonundaki gelisimi
gdzlenmistir. Sonug olarak; pyrene yada benzo[a]pyrene'in 20pg/ml'sinde 30 °C" de 4
giinliik tremesi takibinde Bacillus subtilis’in pyrene’i % 40 ve benzo[a]pyrene’i %50
oraninda pargalayabildigi tespit edilmistir. Yapilan aragtirma Bacillus subtilis’in
poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalamasi ile ilgili ilk olma 0&zelligindedir. Calisma
sonucunda doniisen ara lrlinlerin bilesiklere oranla zehirli (toksik) olup olmadiginin
yanisira Bacillus subtilis’in pyrene veya benzo[a]pyrene’i karbondioksit ve suya kadar

pargalayabilme 6zelligininde belirlenmeye ¢aligilmistir

Das ve Murkherjee (2007) tarafindan Kuzey Dogu Hindistan'da petrol ile kirletilmis
topraklardan alinan orneklerle yapilmig olan bir incelemede sonucunda; Bacillus subtilis
DM-04, Pseudomonas aeruginosa M ve Pseudomonas aeruginosaNM suslari izole edilmis
ve bu izolatlarin ham petrol hidrokarbonlarin1 kullanabilme yateneklerinin olduguda tespit
edilmistir. Yine Pseudomonas aeruginosa M, Pseudomonas aeruginosa NM ve Bacillus
subtilis suslar1 ham petrolle bulasmig toprak ile muamele edilerek 120 giinliik inkiibasyon
siiresinin akabinde kontrol toprag: ile kiyaslama yapildiginda bakterilerle bulastirilan
toprakta toplam petrol hidrokarbonlar1 seviyesinde diisiis oldugu sonucuna varildigi
bildirilmistir. Ayrica Bacillus subtilis susuna gore Pseudomonas suslarinin besiyerindeki
toplam petrol hidrokarbonlarin1 par¢alama yeteneginin fazla oldugu ilaveten de izolatlarin
biyosiirfektan tliretme kapasitesinin de oldugu tespit edilmistir. Caligma neticesinde
aragtiricilar; Bacillus subtilis DM-04 ve Pseudomonas aeruginosa M ve NM suslarinin

dogal ortamlarda biyoremediasyonda etkin olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Cd, Co, Cu, Mn, Zn ve Ni'e elementlerine kars1 termofilik yapidaki Geobacillus toebii

subsp. decanicus, Bacillus thermantarcticus, Anoxybacillus amylolyticus ve Geobacillus
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thermoleovorans sub.sp. stromboliensis tiirlerinin toleranslarmi belirlemek amaciyla
minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin dl¢iimii yapilmistir. Bu amagla kullanilan metal
konsantrasyonlar1 (mM) olarak belirlenmistir ve 72 saatlik iireme (inkiibasyon) sonrasinda
minimum inhibisyon yogunluklari belirlenerek kaydedilmistir. Calisma neticesinde;
bakterileri metal direnglikleri agisindan degerlendirildiginde her bir metal i¢in en direng
olanda en duyarli olana dogru siralama su sekilde bir siralama yapilmistir; Bacillus
thermoantarcticus igin; Mn>Co>Cu>Ni>Zn>Cd, Anoxybacillus amylolyticus igin;
Mn>Co>Zn>Ni>Cu>Cd, Geobacillus thermoleovorans sub.sp. stromboliensis i¢in;
Mn>Ni>Cu>Co>Zn>Cd ve Geobacillus  toebii sub.sp. decanicus  igin;
Mn>Ni>Cu>Zn>Co>Cd (Ozdemir, 2008).

Diger bir calismada ise Yilmaz (2008); siit fabrikasinin atik sularindan 5 farkli tiirde
bakteri izolasyonuyapmis ve bu izolatlardan 3 tanesinin biyosiirfektan irettigini
gozlemlemistir. Elde edilen izolatlarin biyosiirfektan iiretme yetenegini Drop Collapse
metodu ile belirlemis ve bu 6zellikteki bakteriler ise Yarrowia lipolytica, Micrococcus
luteus ve Burkholderia cepacia olarak teshis edilmistir. Bu tirlerden elde edilen
biyosiirfektanlar sirasiyla BS-1, BS-11 ve BS-III seklinde isimlendirilmistir. Daha sonraki
asamada ise bu izolatlardan elde edilen biyosiirfektanlar1 bitki patojeni olan Fusarim
cinsine ait Fusarium avenaceum ATCC 200466, Fusarium graminearum ATCC 15624,
Fusarium inflexum ATCC 32211 ve Fusarium heterosporium ATCC 15625 tiirleri
tizerinde antifungal etkileri gérmek amaciyla da kullanmistir. Calisma sonunda
biyosiirfektanlarin funguslara kars:1 antifungal etkiye sahip olduklar1 belirlenmis ve en fazla

fungal etkiyi BS-III numaral1 biyosiirfektanin gosterdigi tespit edilmistir.

Rafineri bolgesindeki atik sularindan izole edilen bakteriler ile Yal¢in (2008) tarafindan
yapilan bir arastirmada biyosiirfektan liretimi ve hidrokarbon degradasyonu c¢alisilmistir.
Elde edilen izolatlarinPseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida ve Burkholderia cepacia seklinde tanisi yapilmigtir. Drop Collapse metodu ile
izolatlarin biyosiirfektan liretme yetenegi arastirilmis ve tiimiiniin biyosiirfektan iirettikleri
gbzlemlenmistir. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida ve Burkholderia cepacia tiirlerinin irettigi biyosiirfektanlar BS-1, BSII, BS-I1I ve
BS-1V seklinde isimlendirilmistir. Calismada biyosiirfektan iiretiminde rafineri atik suyu
hidrokarbon kaynagi olarak kullanilmis olup; biyosiirfektan {iretiminde uygun olan
sartlarin ayarlanmas1 amaciyla da pH, azot kaynagi, karbon kaynagi ve EDTA varliginin

etkisi de belirlenmistir. Izolatlar {iretmis olduklar1 BS-l, BS-ll, BS-1ll ve BS-1V
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biyosiirfektanlarinin yapis1 FTIR analizi, karbonhidrat, protein ve lipid testleri ile birlikte
emiilsiyon testi, yilizey gerilimi, antimikrobiyal ve hemoliz aktivite testleri yapilmistir. Elde
eilen suslar rafineri atik suyu ile 10 giin 35%C'de inkiibe edilmis bu esnada belirli
araliklarla alinan numunelerde biyosiirfektan Ttretimi ve hidrokarbon parcalamasi
gozlenmistir. 1nki'1basy0n sonrasinda BS-1, BS Il, BS-I1l ve BS-1V i¢in siras1 ile 712, 536,
448 ve 356 mg/L’lik biyosiirfektan iiretimi tespit edilmistir. Rafineri atik su igeriginde
yeralan hidrokarbonlarin biyodegredasyonunda Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia tiirleri kullanilmis ve

strastyla%79.2, %54.0, %69.5 ve %40.2 oranlarinda parcalanmanin oldugu bildirilmistir.

Kaya (2008) yapmis oldugu c¢alismada; Tekirdag ilinde endiistriyel atikla kirlenmis Corlu
deresinden ve Batman ilinde petrolle kirlenmis topraklardan toplam 26 adet bakteri
izolasyonunu gergeklestirmistir. Daha sonraki asamada ise; izolatlara 5°C ve 42°C’de
gelisme, denitrifikasyon, oksidaz, jelatin ve nisasta hidrolizi, pigmentasyon testleri
uygulanmis ve izolatlarin protein profilleri ¢ikarilarak benzerlik oranlari tespit edilmistir.
Ayrica Basal Mineral Salt Medium besiyerinde iireterek izolatlarin biyosiirfektan liretme
yetenekleri aragtirmis ve en yiiksek miktarda ramnolipit {ireten P. aeruginosa 78 ve 99
suslari ile, 393 mg/mL ile yiiksek miktarda ekzopolisakkarit (EPS) iireten P. stutzeri T3
tiriinii  ¢aligmalarda kullanmak amaciyla belirlemistir. Yine ramnolipit {iireten P.
aeruginosa 78 ve P. aeruginosa 99 suslarinin kritik misel yogunluk miktarlarini 115 mg/L
ve 130 mg/L olarak tespit etmistir. pH ve sicakliktaki degisimlerde ramnolipitlerin
etkinliklerinin yiiksek oldugu gdzlenmistir. Ayn1 zamanda ramnolipid iireten suslarin EPS
tiretimlerininde yiiksek oldugunu fakat EPS iiretimi en yiiksek olan P. stutzeri T3 susunun
ramnolipid gibi ylizey aktif bir madde iiretmedigi tespit bildirilmistir. Son olarak da

EPS’nin besiortaminin ylizey gerilimini etkilemedigi belirlenmistir.

Liu ve dig., (2005), tarafindan yapilan ¢alismada, dizel atiklar1 parcalayabilme yetenegine
sahip ti¢ bakteri susu (Alcaligenes piechaudii CC-ESB2, Gordonia hirsuta CC-GH1ve
Rhodococcus ruber CC-RR1) petrol kontamine olmus bir bolgeden izole edilmis ve
hidrokarbonlar1 pargalama &zellikleri test edilmistir. Izolatlarn petrol parcalayici
ozelliklerinin arastirilmasi1 amaciyla; oksijen ihtiyaci, tuzluluk toleransi, ylizey aktivitesi,
yiizey hidrofobik 6zelligi, emiilsifikasyon aktivitesi, yiizey geriliminin azaltilmas1 gibi

cesitli 6zellikleri de arastirilmstir.
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Zhao ve Wong (2009) termofilik bir bakteri olan Acinetobacter calcoaceticus BUO3
susunu petrol ile kirlenmis topraktan izole ettikleri ¢alismalarinda karbon kaynagi olarak
napthalene yada hexadecane igeren Bushnell Hass besiyeri kullanmistir. Elde edilen
izolatin biyosiirfektan iiretimi, onun yiizey gerilimi iizerine etkisi arastirilmis ve ham
biyosiirfektanin Du-Nouy Tensiometer cihaziyla ol¢limii yapilmistir. Neticede liretilen
biyosiirfektanin poliaromatik hidrokarbonlarin pargalama oranmi arttirma potansiyeline

sahip oldugunun gozlendigi bildirilmistir.

Baska bir c¢alismada ise; Katar'in Umm-Saied kentinde bulunan sanayii bolgeleri
civarindan elde edilen toprak numunelerinden poliaromatik hidrokarbon parcalayabilme
Ozelligi gosteren bakterilerin izolasyonu yapilmistir. Zenginlestirme maddesi olarak tek
karbon ve enerji kaynagi naphthalene, phenanthrene ya da anthracene igeren besiyeri
kullanilarak izolasyon yapilmis ve elde edilen bakteri izolatlar1 morfolojik, fenotipik ve
molekiiler metodlar ile tanimlanmistir. PAH bilesiklerinin konsantrasyonlarina gore
izolatlarin biiytime gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica izolatlarin biiylimeleri sirasinda
ortam renginde farkliliklar gozlenmis ve bu durumun izolatlarin farkli metabolitler
tiretmesi sonucunda gerceklesebilecegi yorumunu yapmislardir. Yine izolatlarin
arastirmasi yapilan {i¢ farkli poliaromatik hidrokarbonuda pargalayabilecegi bildirilmistir.
16S rDNA gen sekansina dayanan tanilarina gore izolatlarin; Pseudomonas geniculata ve
Achromobacter  xylosoxidans  oldugubelirlenmistir.  Poliaromatik  hidrokarbonlarla
Kirletilmis topraklarda bunlar1 pargalayabilen bakterilerin ¢esitli popiilasyonlarinin
bulundugu ve toprakta yer alan bakterilerin bu kirlenmis alanlarin biyoremediasyonu amaci

ile kullanilabilecegi ifade edilmistir (Al-Thani ve dig., (2009).

Sevgi ve dig., (2010) tarafindan Mersin ili Kazanli endiistri bolgesinden alinan toprak
orneklerinden 272 adet Pseudomonas spp. ve 161 Bacillus spp. izolasyonu
gerceklestirilmistir. Yapilan toprak analizlerinde 6rneklerde Cr, Cu, Ni, Co, Cd ve Zn gibi
alt1 gesit agir metale rastlanilmustir. Izolasyonu yapilan bakterilerin %73,9'u Cr'a, %26's1
Ni‘e, %18,4'1 Zn'ya, %11,5'1 Cd'a, % 9,2'si Co’a ve %7,3"1i Cu'a kars1 direng gosterdigi
tespit edilmistir. Bu calismada yiiksek MTC oranlar1 (Maximum tolerable metal
concentrations); Cr i¢in 2mM, Ni i¢in 3mM ve Zn ile Cu i¢in SmM olarakbelirlenmistir.
Ayn1 zamanda Cu, Cr, Zn ve Ni'e kars1 direngli olan Pseudomonas spp. izolatlarinda 1,8,

2,1 ve 28kb biiyiikliigiinde olan ortak plazmidlerin bulundugubildirilmistir.
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Petrol rafinerisinin ham petrolle kirletilmis bolgelerinden alinan toprak ornekleri 2.4-
dinitrotoluen (2.4-DNT) ile zenginlestirilen MM9 besiyerinde inkiibasyona birakilmis ve
15 adet bakteri izole edilmistir. 10 giin 30 °C’'de inkiibasyon siiresi sonrasinda en iyi
sekilde tireyen izolatin 16S rRNA/DGGE metodu kullanilarak identifikasyonu yapilmis ve
bu izolat Arthrobacter chlorophenolicus olarak belirlenmistir (Kiice, 2010).

Eraydin-Erdogan (2010) tarafindan yapilan calismada; Batman, Adana ve Adiyaman nin
petrol ile kirlenmis topraklardan alinan orneklerden 33 adet bakteri izole edilmis ve
bunlarin 6n tanimlamasi, taksonomik siniflamasi, Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIS)
analizi, oksidaz ve %3 KOH testleri uygulanmistir. Ham petrol iceren besiyerinde hem iyi
tireme gosteren hemde ham petrolii parcalama yetenegi yiiksek olan 6 bakteri izolatt
belirlenmistir. Tanilama sonucunda izolatlarin; Pseudomonas aeruginosa (2sus),
Pseudomonas putida biotype A (2sus), Citrobacter amalonaticus-GC subgroup A,
Acinetobacter genomospecies tiirleri oldugu tespit edilmistir. Calismanin son agsamasinda
ise besi ortaminda en iyi gelismeyi gosteren 6 adet bakteri susu petrol ile kirlenmis topraga
astlanarak 120 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda uygulanan toprakta

izolatlarin % 56 oraninda petrolii ayristirdiginin tespit edildigi bildirilmistir.

Hindistan'in Himachal Pradesh kentinde bes farkli akaryakit istasyonundan petrolle
kirlenmis topraklardan izole edilen bakterilerin anthracene parcalama yeteneklerine
bakilmis ve bunun i¢in % 0,1 anthracene ve % 0,5 pepton ile zenginlestirilmis Basal Salt
Medium besiyeri kullanilmistir. Pepton miktar1 0,25g ve 0,1g'dan 0,0 grama kadar
diisiiriilmiis ve bu besiyerinden 76 adet bakteri izole edilmis bunlardan 5 adetinin ise
anthracene direng yeteneginin oldugu tespit edilmistir. Tanimlamasi yapilan Pseudomonas
sp. tlirtiniin anthracene parcalayabilme kapasitesi % 74,8 olarak saptanmis ve bu izolatin
cefadroxil ve ampicilline antibiyotiklerine kars1 direncli oldugu da belirlenmistir (Kumar

ve dig., 2010).

Mirdamadian ve dig., (2010) tarafindan petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen
Pseudomonas, Rhodococcus, Micrococcus ve Bacillus genuslarina ait tiirlerden, petrol ve
bazi aromatik hidrokarbonlarin varliginda biiyiime yetenegi gosteren 5 tanesi
belirlenmistir. Biyodegradasyon yetenekleri ve biiylime oranlari; ham petrol, hafif yag,
anilin+katekol, naftalin ve toluen ilaveli zenginlestirilmis besiyerinde belirlenmis ve
neticede bu tiirlerin c¢evrede zehir etkisi gosteren c¢esitli aromatik hidrokarbonlar

parcalayabildigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu tiirlerin plazmit profilleri belirlenerek
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bunlarin farkli kiiltiirlerde biyodegredasyon yapma yetenegine sahip olan plazmidler ile

ilgili olduguda bildirilmistir.

Chile’'nin Valparaiso bolgesinden ham petrol ile Kkirletilmis topraklardan alinan
orneklerden hidrokarbon pargalayan bakterilerin izolasyonu, tek karbon kaynagi olarak
ham petrol ile zenginlestirilmis Bushnell Haas besiyeri kullanilarak yapilmistir. izolatlarm
biyokimyasal ve 16S rRNA gen sekans analizlerine gore; Pseudomonas, Acinetobacter ve
Kocuria genusuna ait tiirler oldugu belirlenmistir. Yine ¢alismada toluen/ksilen bozunma
yolu catechol 2,3-dioxygenase enzimini kodlayan xylE geni Acinetobacter, Kocuria ve
Pseudomonas genuslarinda tespit edilmistir. Ayn1 zamanda Acinetobacter radioresistens
ve Acinetobacter calcoaceticus suslarinin tek karbon kaynagi olarak n-hexadecane'i
substrat olarak tercih ettigi Pseudomonas stutzeri tiiriniin ise naphthalene’de iyi bir sekilde
gelistigi gozlenmistir. Bunun diginda izolatlarin nikel, civa, kursun, bakir ve kadmiyum
metallerine kars1 bakteriyal tolerans kabiliyetleri belirlenmis ve A. radioresistens ve A.
calcoaceticus tiirlerinin hidrokarbon ile kirlenmis alanlarla yogun olarak bulunan bakir ve
kadmiyum metallerine kars1 direngli olduklar1 belirtilmistir Calisma sonuglart
incelendiginde ise; Acinetobacter tiirlerinin hidrokarbonlar1 pargalamada olduk¢a 6nem
arzeden suslar oldugu ve agir metallere karsi da direng yetenegine sahip oldugunun

saptandig1 bildirilmektedir (Mendez ve dig., 2010).

Hidrokarbonla kirletilmis bélgelerden izolasyonu yapilan bakterilerden biyosiirfektan
iretme yetenegi bulunanlar Ramos ve dig., (2010) tarafindan belirlenmistir. Yine
izolatlarin biyosiirfektan iiretebilme yetenekleri ‘‘Drop Collapse’” yontemi ile belirlenmis
ve toplam 324 adet izolattan 17 tanesinin biyosiirfektan irettigi gozlemlenmistir.
Biyosiirfektan iiretme yetenegi belirlenen 3 izolat disinda digerlerinin Pseudomonas
cinsine ait oldugu diger {i¢ izolatin Acinetobacter, Bacillus ve Rhodococcus cinsinlerine ait
oldugu belirlenmistir. Caligma sonunda; mikrobiyal biyostirfektanlar arasindaki molekiiler
yapr farkliligi degerlendirildiginde biyosiirfektanlarin  biyoremediasyon, ¢06ziinebilir

deterjan yada endiistride farkli uygulama alanlarinda kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Hemalatha ve Veeraminakan (2011), Hindistan’in Tamil Nadu bolgesinin Chennai
sehrinde petrol ile kirlenmis alanlarindan aldiklar1 toprak o6rneklerinden Flavobacterium
spp. VePseudomonas spp. tiirlerinin izolasyonunu yapmislardir. Izolatlarm benzen,
hekzan, naftalin ve ksilen gibi aromatik hidrokarbonlar1 parcalama yetenekleri ve

parcalama sirasinda uygun pH ve optimum tireme sicakliklaribelirlenmistir. Arastirmacilar;
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Flavobacterium spp. 2, Pseudomonas spp. 1 &2 i¢in optimum Ph’y17 olarak belirlerken
Flavobacterium spp. 1 & 2 ve Pseudomonas spp. 1 & 2 i¢in optimum sicakhig: ise 40°C ile

45 °C olarak tespit etmislerdir.

Escherichia fergusonii KLUOI susunun petrol ile kirlenmis topraklardan izolasyonu
Sriram ve dig., (2011) tarafindan yapilmistir. Dizel yakit1 tek karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanarak giiglii lipopeptit karakterde biyosiirfektan iiretebilen, hidrokarbonlari
pargalayabilen, agir metal direnci olan bir tiir olarak tespit edilmistir. Urettigi
biyosiirfektanin minimum aktif dozu ve kritik misel konsantrasyonu sirasiyla 0,165 £ 0,08
pug ve 36 mg/ L dir ve iyi bir ¢oziicii olmasina ragmen ekstrem sicaklik, pH ve NaCl,
CaCl,, ve MgCly'nin degisik yogunluklarinda kararli bir yapi sergiledigi gozlenmistir.
Yine caligmada bakterinin demir, manganez, nikel, kursun, ¢inko ve bakir elementlerine
kars1 direng gdstermesinin yaninda bu susun potansiyel cevresel endiistri ¢aligmalarinda,
genellikle hidrokarbon parcalama ve agir metal biyoremediasyonunda, biyosiirfektan

tireticilerinin yeni bir sinifin1 ortaya ¢ikardigi gozlenmistir.

Cin'in Shandong eyaletinde Jinan Petrol Rafinerisinde kirletilmis topraklardan
poliaromatik hidrokarbonlar1 parcalayan JY3A kodlu bakteri izole edilmis ve izolatin 16S
rDNA sekans analizi, DNA-DNA iligkisi ve yag asidi analizlerine ek olarak fizyolojik
ozelliklerinin incelenmesi sonucu Bacillus vallismortis tiirii oldugu belirlenmistir. Ayrica
bu tiiriin Gram pozitif, endospora sahip oldugu, hareketli, acrob, katalaz ve oksidaz pozitif,
hiicrelerin ise 0,8-1,0 um genisliginde ve 2,0-2,5 um uzunlugunda, tek veya cift bazi
zamanlarda ise zincir seklinde bulundugu tespit edilmistir. Arastirmaya gore; B.
vallismortis JY3A susunun tek karbon kaynagi olarak phenanthrene, naphthalene,
anthracene, fluorene, pyrene, benzene, toluene, methanol, phenol, ethanol, Tween 80,
cyclohexane yada catechol u kullandig1 belirtilmistir. Ayn1 zamanda bu susun tek basina %
0,5 (w/w) Tween 80'de 15 giin siiresincel50 ppm olan baslangi¢ konsantrasyonunda

pyrenin %90,5 ‘lik kismini degrade ettigi bildirilmistir (Ling ve dig., 2011).

Cezayir'de ham petrol ile kirletilmis topraklardan biyosiirfektan iiretme yetenegi olan
Staphylococcus sp. 1E susunun Eddouaouda ve dig., (2011) tarafindan izolasyonu
yapilmustir. Biyosiirfektan iiretimi yiizey gerilimi 6l¢limii yapilarak degerlendirilmistir. Bu
tiir i¢in en iyl substratin ham petrol oldugu bildirilmistir. Yine bu tiirlin {irettigi
biyosiirfektanin besiyeri yiizey gerilimini 30 dynes cm™ asagiya ¢ekdigi ifade edilmis ve

bu biyosiirfetanin Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
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Bacillus subtilis gibi hastalik yapici bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesinin oldugu
gozlendigi bildirilmistir. Neticede Tretilen biyosiirfektanin hidrokarbonla kirletilmis
alanlarin biyoremediasyonunda kullanilabilir 6zellikte oldugu arastiricilar tarafindan

tavsiye edilmektedir.

Celikdemir (2012), Eskisehir'de hidrokarbonlar ile kirlenmis sanayi bdlgesinden alinan
toprak oreneklerinden 70 adet bakterinin izolasyonunu yapmistir. Ayrica izolatlarin
biyosiirfektan iiretme Ozellikleri Drop Collapse metodu tespit edilmistir. Bu
caligmadaizolasyonu yapilan bakterilerden 33 tanesinin biyosiirfektan {iretebildigi
gorilmistiir. Biyosiirfektan tlireten en iyi 5 izolatinin Mineral Salt Medium besiyerinde
inklibasyonu yapildiktan sonra yiizey gerilimlerine bakilmis ve 71,1 mN/m yiizey
gerilimindeki saf su kontroliine gore 33,6 mN/m olarak Slgiilen yiizey gerilimi degeri ile
D1 kodlu izolat etkin {iiretici olarak tespit edilmistir. Biyosiirfektan {ireten bu izolat
icinoptimizasyon calismalar1 yapilmis ve uygun karbon kaynag: glikoz derisiminin 20g/L,
azot kaynaginin NH4Cl ve azot miktarmm 25 g/L, etkin C:N oranmin ise 2:2,5 (w/w)
oldugu belirlenmistir. Son olarak 16S rRNA sekans sonuglarina gore biyosiirfektan tireten

bu izolatin %99 benzerlik oraniyla Gordonia amicalis oldugu kanisina varilmistir.

Barauni petrol rafinerisinden alinan toprak orneklerinden BP10, NJ2 ve P2 olarak
isimlendirilmis 3 farkli susun izolasyonu Singh ve dig., (2013) tarafindan yapilmigtir.
Izolatlarn MSM besiyerinde pyrene’in biyolojik par¢alama kapasitelerine bakilmustir.
Calismada, 50pg/ml pyrene iceren MSM besiyerinde 8 giinliik inkiibasyon sonucunda
gelisen izolatlar arasinda NJ2 adli izolat %60 pyrene pargalama orani ile iyi pargalayici
oldugu goriilmiis ve onu %44 pargalama orani ile BP10’un takip ettigi belirlenmistir. En

diisiik pargalama orani ise %42 ile P2 olarak kodlanan izolata aittir.

Ucgucu petrol hidrokarbonlari, toplam petrol hidrokarbonlari, toplam alkil benzenler ve
poliaromatik hidrokarbonlar ile kirlenmis topraklardan Benedek ve dig., (2013) tarafindan
ornekler alinarak bakteriyal populasyonlarin uzun siiregteki etkileri tespit edilmistir. Bu
arastirmada poliaromatik hidrokarbonlarin miktarinin artmasi sonucu hydrocarbonoclastic
bakterilerin ¢esitliliginin fazlalastigibildirilmistir. Bu veri a-, B-, vy- Proteobakterler,
Aktinobakterler, Flavobacterler ve Bacil smiflarinin bulunup tanimlanmasiyla da destek
bulmustur. Ugucu petrol hidrokarbonlar1 ve toplam alkil benzenlerinin yiiksek
konsantrasyonlarinin Aktinobakter izolatlarinin baskin olarak bulunmasinda etkili oldugu

varsayllmaktadir. Netice itibariyle poliaromatik hidrokarbonlarin bulastigi topraklarda
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bunlarin konsantrasyonlarimin bakteri tiirlerinin c¢esitliligi ile negatif bir korelasyonun
oldugu ifade edilmistir. Yogun miktarda poliaromatik hidrokarbonlarla kirlenmis
topraklarda -, y- Proteobakterleri ve Aktinobakterleri temsil eden tiirlere rastlanildigi
bildirilmektedir.

Valsala ve dig., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada dizel yakit ile kirlenmis topraklardan
numuneler alinmig ve 50mg/L pyrene igeren zenginlestirilmis Basal Salt Medium
besiyerinde izolasyon gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatinl6S rRNA gen sekans
sonucuna gore; Staphylococcus nepalensis oldugu tespit edilmistir. Yine izolatin pyrene
parcalanmasinda asamasinda kullanilacak pH, sicaklik ve temas siiresi gibi ¢esitli
degiskenlerin optimizasyonu yapilmistir. Arastricilar ayrica pyrene'in pargalanma hizini
arttirmak icin farkli yogunluklarda glukoz ve sukroz gibi karbon kaynaklarini denemisler
ve S. nepalensis’in 30 °C ve pH:8’de bes giinliik inkiibasyonu neticesinde en yiiksek
oranda pargalandig1 belirlenmistir. Sonug olarak; besi ortamina %4 glukoz ve %2 siikroz
eklendiginde bakterinin en yiiksek oranda ¢ogaldig1 ve pyrene’nin parcalanmaverimininde

yiiksek oldugu bildirilmistir.

Poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalayabilme yetenegine sahip mikrobiyal bir birligin 3, 4
ve 5 benzen halkasina sahip poliaromatik hidrokarbonlar tizerindeki toleranslar1 Zafra ve
dig., (2014) tarafindan arastinlmistir. Yapilan incelemede ham petrol ile kirlenmis
topraklardan mantar ve bakteri tiirleri izole edilmis ve bunlarin morfolojik ve molekiiler
tanilart sonucunda; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Scedosporium,
Acremonium mantar genuslar1 ile Pseudomonas, Klebsiella, Bacillus, Enterobacter,
Streptomyces, Stenotrophomonas, Kocuria ve Delftia genuslarina ait tiirler oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda izolatlarin phenantrene, pyrene ve benzo[a]pyrene gibi degisik
poliaromatik hidrokarbonlara kars1 toleranslar1 incelenmistir. izolatlarin 0-6000 mg/L ye
kadar poliaromatik hidrokarbon konsantrasyonlarindaki lireme ve g¢ogalma yetisi de
gozlemlenmistir. Trichoderma asperellum H15, Aspergillus nomius H7, Aspergillus flavus
H6, Pseudomonas aeruginosa B7, Klebsiella sp. B10 ve Stenotrophomonas maltophilia
B14 no’lu izolatlarin poliaromatik hidrokarbonlarin 6000mg/L yogunluguna kadar oldukca
toleranshi davrandiklari saptanmistir. PAH tolerans yetenegine sahip toplam 12 adet sahip
mantar ve bakteri tiirliniin 14 giin inkiibasyonu sonucunda phenantrene’in %87,76’sini,
pyrene’in %48,18’ini ve benzo[a]pyrene’in %56,55” ini kirlenmis topraklarda ayristirdigi
saptanmistir. Calisma sonunda biyoremediasyon i¢in yiiksek bir potansiyele sahip olan

mikrobiyal parcalama birliginin yliksek molekiil agirligma sahip poliaromatik
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hidrokarbonlar  ile  kirletilmis alanlarin  arindirilmasinda  faydali  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica bu calisma, diisiikk konsantrasyonlar ile yapilan ¢alismalar ile
karsilastirildiginda poliaromatik hidrokarbon bilesiklerinin ekstrem konsantrasyonlarina
oldukca fazla toleransli olan ilk mikrobiyal birlik (bakteri ve fungus) calismasi olma

ozelligi tasimaktadir.

Prakash ve dig., (2014) tarafindan yapilan arastirmada; Hindistan'in Meerut bdlgesinde
petrol ile kirlenmis topraklardan petrol hidrokarbonlarini pargalayabilme tetenegine sahip
bakterilerin izolasyonu, karakterizasyonu ve degerlendirilmesi yapilmis ve bu alanlardan
elde edilen tiirlerin biyokimyasal testler ve 16S rDNA sekans analizi sonucunda Bacillus
sp., Pseudomonas sp., ve Micrococcus sp. cinslerine ait oldugu bildirilmistir. Yine
aragtirmalar1 sonucunda; izolatlarin dizel, benzen, anthracene, toluen ve naphthalene gibi
petrol hidrokarbonlarini parcalama 6zelligi gosterdigini de belirlemislerdir. Ayni zamanda
bunlar arasindan secilen tiirler ile bir bakteri birligi hazirlanmis ve bu karisimin petrol
hidrokarbonlarini par¢alama potansiyeli tespit edilmis ve izolatlardan Pseudomonas sp.
APHP9’in diger suslara oranla daha iyi parcalama performansinin oldugu saptanmuistir.
Benzen ve toluenin ise en iyi bakteri birligi tarafindan pargalandigi bildirilmistir. Calisma
sonucunda; Bacillus sp. APHP6, Pseudomonas sp. APHP9, Pseudomonas sp. APBP1,
Micrococcus sp. APIO4 ve bakteriyal birligin benzen yogunluklarinda sirasiyla %54.8,
%60.2, %40.9, %32.5 ve %066.2 parcalanma sagladigi ve dizel konsantrasyonunda ise
sirastyla %61.2, %68.4, %53.7, %39.3 ve %75.5 oranlarinda parcalanmanin oldugu
belirtilmistir.

Mujahid ve dig., (2015) tarafindan Karachi bolgesinden petrol ile kirlenmis toprak
orneklerinden izole edilen bakteriler incelenmistir. Hidrokarbonlar1 pargalayabilme
yetenegine sahip bu bakterilerin naphthalene, Xxylene, phenanthrene, anthracene ve
biphenyl vb. aromatik hidrokarbonlar1 da parcalayabildikleri goriilmiistiir. Bu ¢alismada,
ham petrol igeren zenginlestirilmis Bushnell Hass besiyeri kullanilarak 12 adet bakteri
izolasyonu gerceklestirilmis ve tamaminin hidrokarbonlar1 pargalayabildikleri ifade
edilmigitir. Bu tlirlerden 6zellikle Pseudomonas sp.SA044'tin kullanilan bes
hidrokarbonuda parcalayabildigi tespit edilmistir. Bu arastirma sonucunda elde edilen
Burkholderia sp., Ralstonia sp., Stenotrophomonas sp., Micrococcus sp. ve Staphylococcus

sp. tlirlerinin ii¢ yada daha fazla aromatik hidrokarbonu parcalayabildikleri bildirilmistir.
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Hindistanin Sivasagar sehrinde Lakowa petrol alanindan Patowary ve dig., (2015) ham
petrol ile kirlenmis toprak 6rnekleri alinarak bakteri izolasyonu yapilmis ve 16S rDNA gen
sekans analizine gore izolat Pseudomonas aeruginosa KS3 olarak teshis edilmistir. Yine
bu susun poliaromatik hidrokarbonlar1 parcalama kapasitesine bakilmis ve biyosiirfektan
iiretebilme yetenegi de besiyerinin yiizey gerilimi Olgiilerek belirlenmistir. Caligsma
sonucunda; yerli ve biyosiirfektan {iretme yetenegine sahip olan bu tiiriin toplam petrol
hidrokarbonlarinin  parcalanmasinda oldukga yiiksek bir potansiyelenin oldugu
bildirilmistir. Buna ilaveten bu tiiriin ham petrol 6rneginde bulunan16 PAH arasindan 8
tanesini de parcalayabildiginin tespit edildigi belirtilmistir. Ayrica bu tiir tarafindan
tiretilen biyostirfektanin biyokimyasal ve FTIR analizi neticesinde glikolipit yapida oldugu

ifade edilmistir.

Gupta (2016) tarafindan yapilan bir calismada ise; petrol ile kirlenmis topraklardan
MJAGI1501, MJAG1502, MJAG1503, MJAG1504 ve MJAG1505 kodlart verilen 5
bakterinin izolasyonu yapilmistir. Bu izolatlar 10 giin boyunca %5 oraninda motor yagi
iceren Mineral Salt Medium besiyerinde inkiibe edilmis ve biiylimeleri, petrol par¢alama
potansiyelleri ile protein profilleri belirlenmistir. Bu izolatlardan sadece MJAG1505 kodlu
olan inkiibasyon siiresince en fazla biiylimeyi saglamis ve protein konsantrasyonununda
oldukga yliksek oldugu tespit edilmistir. Yine ¢alismada kullanilmis motor yaginin karbon
ve enerji kaynagi olarak denenmesi sonucunda MJAG1505 kodlu izolatin bunu pargaladigi
saptanmistir. Ayrica Bergey's Manual'e gore bu izolatin Bacillus megaterium oldugu ifade

edilmistir.

Phenanthrene parcalayan Massilia sp. WF1 susu Wang ve arkadaslar1 tarafindan (2016)
poliaromatik hidrokarbonlar ile kirlenmis topraklardan izolasyonu gerceklestirilmis ve bu
izolatin 20-35 °C sicaklik ve pH 5,0-8,0’de 25-400 mg/L oraninda phenanthrene’i
parcalayabildigi bildirilmistir. [laveten bu sus 28 OC sicaklik ve pH 6°da uygun kosullarda
iki giin inkiibe edildiginde phenanthrene'nin 100 mg/L’sini pargaladigi gortilmiistiir.
Netice itibariyle phenanthrene parcalamada kullanilan laktik asit ile inhibe edildigi fakat
karbon ve hidrojen kaynagi olarak verilen glikoz, sitrik asit ve siiksinik asit tarafindan
desteklendigi gozlenmistir. Massilia sp WF1 tarafindan salisilik asit ve ftalik asitin
kullanilmadig1 ve phenanthrene parcalamasina belirli bir sekilde etkisinin olmadig: ifade
edilmistir. Sadece iki metabolit olan 1-hidroksi-2-naftoik asit ve ftalik asitin phenanthrene
bozunmasinda tanimlanmasi yapilmistir. Phenanthrene'nin yaklasik % 27,7"si 1-hidroksi-

2-naftoik asite donisiiriildiigii ve ayrica 1-hidroksi-2-naftoik asitin % 30,3 “iiniin ise ftalik
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asite metabolize edildiginin gozlendigi bildirilmistir. Sonug olarak ftalik asit metabolik
yolu bozulmus oldugu ve salisilik asit metabolik yolunun ise Massilia sp. WF1 tarafindan

phenantrene bozunma sirasinda dikkate alinmadigi belirtilmektedir.

Nkem ve dig., (2016) Malezya’da Rhu Sepuluh'da bulunan Tarball bolgesinden iki yerli
hidrokarbon pargalayan bakteri izole etmislerdir. Fizyolojik 6zellikleri ve 16S rRNA gen
dizisi analizi sonucunda bu bakterilerin Cellulosimicrobium cellulans DSM 43879 ve
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 ile %99 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
tiirlerin hidrokarbonlar1 pargalayabilme yetenekleri tek karbon kaynagi olarak mazot yagi
kullanilarak test edilmisti. Minimal salt besiyerinde 32° C'de 10 giin boyunca
inkiibasyondan sonraGC — MS kullanilarak yapilan analizler sonucunda C. cellulans’in
dizel yag alkanlarinin %64.4’ tinii ve A. baumannii’nin ise %>58.1’ini pargalayabildigi ve
ortamin optik yogunlugunun 0.967 (C. cellulans) ve 1.515 (A. baumannii) oldugu tespit
edilmistir. Arastiricilar bu calisma sonucunda Tarball’dan elde edilen her iki yerli susun
buradaki hidrokarbon bozundurucu bakterileri popiilasyonunun bir pargast oldugunu ve
sulart kirleten petrol atiklarinin biyodegredasyonunda da kullanilabilme potansiyelinin

bulundugunu bildirmislerdir.

Joy ve dig., (2017) tarafindan yapilan arastirmada; toplam 47 bakteri izole edilmis ve Drop
Collapse(DCM) ve yag yayma (OSM), yonteminin kullanildigi ilk tarama sonucunda 11
tane giiclii ylizey aktif madde (biyosiirfektan) iireten izolat belirlenmistir. Hemolitik testi
(HA), setil trimetil amonyum bromiir (CTAB) deneyi, yiizey gerilimi (ST),
emiilsiyonlagsma endeksi (E24) ve emiilsiyonlastirma aktivitesi (EA) 16S-rRNA dizilimi ve
filogenetik analizi igeren ikinci tarama sonucunda izolatlarin; Achromobacter, Bacillus,
Citrobacter, Lysinibacillus, Ochrobactrum ve Pseudomonas cinslerine ait olduklarinin
belirlendigi bildirilmistir. Yine ayni aragtiricilar TLC, FT-IR ve GC-MS kromatogramlar
sonuglarma gore; Achromobacter, (PS1) (ilk kez goézlendi) ve Bacillus (SLDB1)

cinslerinin glikolipid iirettiklerinin tespit edildigini de bildirmislerdir.

Kaabi ve arkadaslar1 (2018); hava ve toprak kosullarinin sicaklik, UV radyasyonu ve
tuzluluk acisindan asir1 oldugu petrol ile kirlenmis ii¢ endiistri bdlgesinde yaptiklar
calismada Bacillus cereus'un bakteri popiilasyonuna hakim oldugunu ancak popiilasyonun
kiigiik bir kismuni ise Bacillus sonorensis ve Pseudomonas stutzeri tiirlerinin
olusturdugunu bildirmislerdir. Yine alti izolatin MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ile

tanimlandig1 ve Bacillus sonorensis'in molekiiler teknikler kullanilarak ribotipleme ile de
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dogrulandigi belirtilmistir Sonuglarin, 6zellikle Arap korfezinde petrol hidrokarbonlarinin
biyodegredasyonunda yani arindirilmasinda (yerli izolatalrin kullanilmasinin) uygulama

baglaminda kilit 6neme sahip oldugu bildirilmistir.

Hindistan’in Mathura petrol rafinerisi ve Mathura lastik atig1 ¢6p sahasindan (Qaiser Bagh,
Lucknow, India) potansiyel PAH pargalayict bakterilerin bulunabilecegi toprak
orneklerinden Kumaria ve arkadaglart (2018) tarafindan Ornekler alinarak izolasyon
yapilmistir. Bu ¢alismada, Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobactrum anthropi,
Pseudomonas mendocina, Microbacterium esteraromaticum ve Pseudomonas aeruginosa
tiirleri coklu polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 par¢alamak (PAH’s) ham petrol i¢erisinde
inkiibe edilmistir. Aragtiricilar Sonug olarak; gelismis bakteri konsorsiyumunun PAH’larin
temizlenmesinde (remediasyonu) Onemli bir potansiyele sahip oldugunun saptandigini

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
Calismanin deney agsamasinda asagida belirtilen materyaller kullanilmastir.
3.1.1. Materyal Ornekleri

Arastirmada kullanilan toprak ornekleri 5-6 Subat 2015 tarihinde; Mersin ili Kazanl
Bolgesi Karaduvar-Kazanli mevkii Rafineri depolama alanindan vegevresindenalinmistir.
Bu bolgelerdeki petrol ve petrol tiirevi atiklarla kirlenmis alanlardan alinan toprak

orneklerinden bakteriler izole edilmistir.
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Tablo3.1. Toprak Orneklerinin Alindig1 Bolgeler

Toprak Ornekleri

1. Ornek

3. Ornek

5. Ornek

6. Ornek

7. Ornek

8. Ornek

17. Ornek

18. Ornek

izolat No

FH 1-1, FH 1-2, FH 1-3,
FH 1-4, FH 1-5,FH1-6

FH 3-3, FH 3-4, FH 3-5,
FH 3-7

FH 5-1, FH 5-2, FH 5-3,
FH 5-4, FH 5-5,FH 5-6

FH 6-1, FH 6-2

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

FH 8-1, FH 8-2, FH 8-3,
FH 8-5

FH 17-1, FH 17-2, FH 17-4,
FH 17-5,FH 17-6

FH 18-1, FH 18-2, FH 18-3,
FH 18-4,FH 18-5, ,FH 18-6
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AlinanBélge

Petrol doldurma bosaltma

sahasindan alinan numuneler

Petrol doldurma bosaltma sahasi
kap1 6nii kismindan alman

numuneler

Petrol doldurma bosaltma sahasi
vana alt1 birikim kismindan alman

numuneler

Petrol doldurma bosaltma sahasi
vana alt1 kenar kismindan alinan

numuneler

Petrol doldurma bosaltma sahast
eski silo kismindan alman

numuneler

Kazanli rafineri bolgesi hammadde
depolama alanindan alinan

numuneler

Eski Petrol boru hatti vana alt1

kismindan alinan numuneler

Eski Petrol boru hatt1 tarla

kismindan alinan numuneler



Ham Petrol

Calismada kullanilan ham petrol Izmir Aliaga Tiipras Petrol Rafineri‘sinden temin

edilmistir.
3.1.2. Kontrol Susu

Calismada kontrol susu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 no'lu strain

kullanilmistir.

3.1.3. Kullamlan Besiyerleri

3.1.3.1. Nutrient Agar

Alman 6rneklerden bakterilerin izolasyonu ve +4 °Cde stoklanmast icin gerekli olan yatik

agar besiyerinin hazirlamasinda kullanilmstir.

Maddeler Miktar (g/L)
Peptone 5,0
Meat ekstrakt 3,0
Agar-Agar 12,0

Calismada hazir besiyeri kullanilmis olup besiyerinden 20 gram alinarak 1 litre distile suda
¢ozdiiriildiikten sonra besiyeri otoklavda(Niive OT 40L) steril edilmisve aseptik sartlarda
steril petrilere dokiiliip sogumaya birakilmistir. Akabinde besiyerlerinin kontaminasyonunu

kontrol etmek amaciyla bir gece 37°C de etiivde (Niive EN 500) inkiibe edilmistir.
3.1.3.2. Nutrient Broth

Bakteri izolatlarinin aktiflestirilmesi amaciyla kullanilan besiyeridir.

Maddeler Miktar (g/L)
Peptone 5,0
Meat ekstrakt 3,0
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Hazir olan besiyerinden 8 gram alinarak]1 litre distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra hazirlanan
besiyerideney tiiplerine esit miktarlarda dagitimi saglanmistir. Daha sonra besiyeri deney

tiiplerinin igerisinde otoklavdasteril edilmistir.
3.1.3.3. Tryptic Soy Agar (TSA)

Tryptic Soy Agar (TSA), az iireyen bakteri izolatlarinin daha iyi bir ireme saglayabilmesi

amaciyla kullanilmistir.

Maddeler Miktar (g/L)
Peptone from casein 15,0
Peptone from soymeal 5,0
Sodium chloride 5,0
Agar-Agar 15,0

Yapilan ¢alismada hazir besiyeri kullanilmis olup,besiyerinden 40 gram alinarak 1 litre
distile suda ¢ozdiirtildiikten sonra besiyeri otaklavda steril edilmistir. Steril edilen besiyeri
aseptik sartlarda steril petrilere dokiilerek kontaminasyonu kontrol etmek i¢in amaciyla bir

gece 37°C de etiivde inkiibasyona birakilmstir.
3.1.3.4. Tryptic Soy Broth (TSB)

Bakteri izolatlarinin zenginlestirilmesi amaciyla ve ayni zamanda az ilireme gosteren

izolatlarin daha iyi gelisebilmesi i¢in kullanilmistir.

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

Calisma sirasinda hazir besiyerinden 30 gram alinarak 1 litre distile suda ¢ozdiriildiikten

sonra besiyeri deney tiiplerine dagitilarak otoklavdasteril edilmistir.
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3.1.3.5. Zenginlestirilmis Besiyeri (Ham Petrol Iceren)

Alman toprak ornekleri ham petrol ile zenginlestirilmis besiyerine eklenerek,hampetrolii

karbon kaynagi olarak kullanabilen bakterilerin izolasyonuyapilmaistir.

Maddeler Miktar (g/L)
KNO3 1,0
MgSO, 0,2
NaCl 0,1
CaCl, 0,1
K>HPO, 1,0

Yukarida verilen igerik 1 litre distile su ile ¢oziilerekbu besiyerine %1 oraninda Ham
petrol:Triton-X-100 emiilsifér (1:1) eklenmistir. Bu besiyeri otoklavda steril edildikten
sonra icerisineham petrol ilave edilmistir(Rojas ve dig.,1999; Eraydin-Erdogan, 2010).

3.1.3.6. Mueller Hinton Agar

Izolatlarin agir metal ve antibiyotik direnglilik diizeylerinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmastir.
Maddeler Miktar (g/L)
Infusion from meat 2,0
Casein hydrolysate 17,5
Starch 1,5
Agar-Agar 13,0

Hazir besiyerinden 34 gram alinarak 1 litre distile suda ¢ozdiiriildiikten sonrasteril edilerek
aseptik sartlarda petrilere dokiiliip sogumaya birakilmigtir. Daha sonra kontaminasyonunu

kontrol etmek amaciyla bir gece 37°C de etiivde inkiibe edilmistir.
3.1.3.7. Mineral Salt Medium (MSM) Besiyeri

Mikroorganizmalarin biyosiirfektan iiretime yeteneklerinin belirlenmesi amaciylaZhang ve

arkadaslari tarafindan 6nerilen MineralSalt Medium (MSM) besiyeri kullanilmistir (Zhang
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ve Miller, 1992; Zhang ve Miller, 1994). Mineral Salt Medium bilesenlerinin
icerigiasagida belirtilmisitir (Yalgin, 2008).

Maddeler Miktar (g/L)
NaNO; 4,0
NaCl 1,0
KCI 1,0
CaCl,.2H,0 01
KH,PO4 3,0
Na;NPO,412H,0 3,0
MgSO, 0,2
FeS0O,4.7H,0 0,001
FeCl;.6H,0 0,008
ZnS0,4.7H,0 0,75
CoCl,.6H,0 0,08
CuS04.5H,0 0,075
MnSO,4.H,0 0,5
H3BOs 0,15
Na;Mo00,4.2H,0 0,05

MSM besiyeri pH: 6.8 (Hanna HI 2211) olarakayarlanmis ve 121°C de30 dakika otoklavda

steril edilerekkullanilmistir.
3.1.3.8. Stok Besiyeri

Calismada elde edilen izolatlarin uzun siire muhafaza edilmesi amaciyla %20 oraninda
gliserol iceren TSB (Tryptic Soy Broth) hazirlanarak agzi kapakli eppendorf tiiplerine
yaklagik 1.5 ml aktarilarak 121°C"de 15dk. otoklavda steril edilmistir.

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Boyalar

3.1.4.1. Kiristal Viyole

Maddeler Miktar (g/L)
Kristal Viyole 2,0

47



Amonyum Oksalat 0,8
Etil Alkol (% 95) 20 ml
Distile Su 80 ml

izolatlarin boyanmas1 amaciyla, 2g Kristal viyole ve 20ml % 95lik etil alkol igerisinde
¢ozdiiriilmistiir. Ayrica 0,8g amonyum oksalat 80 ml distile suda ¢6zdiiriilmiis ve bu iki

¢ozelti karistirilarak kullanilmistir (Temiz 2010).

3.1.4.2. Safranin

Maddeler Miktar (g/L)
Safranin 0,5
Etil Alkol (% 95) 10 ml
Distile Su 100 ml

Arastirmada kullanilan Safranin etil alkol igerisinde eritildikten sonra distile suda

¢ozilmistir (Temiz 2010).

3.1.5. Tampon ve Cozeltiler

3.1.5.1. Lugol Cézeltisi (Gram Iyot Céozeltisi)

Maddeler Miktar (g/L)
Iyot 5,0
Potasyum iyodit 10,0
Distile Su 100 ml

30 ml distile su igerisindepotasyum iyodit ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiye iyot eklenerek

¢ozelti hacmi 100 ml'ye tamamlanmistir (Temiz, 2010).

3.1.5.2. KOH Cézeltisi (%3liik)

Maddeler Miktar (g/L)
KOH 3,0
Distile Su 100ml

KOH distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
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3.1.5.3. %3’liik H,O, Cozeltisi

Maddeler Miktar (g/L)
% 30 luk H>0, 10 ml
Distile Su 90 ml

Konsantre hidrojen peroksit soliisyonundan (%30’luk) 10ml alinarak 90 ml distile su ile

%3 oraninda seyreltilerek hazirlanmstir.

3.1.5.4. Serum Fizyolojik

Maddeler Miktar (g/L)
NaCl 9,0
Distile Su 1000 ml

Serum fizyolojik hazirlamak amaciyla;9 gram sodyum kloriir, 1000 ml distile su igerisinde
¢ozdiiriilmiis ve otoklavda steril edildildikten sonra steril tiiplere dagitilarak kullanima

hazir hale getirilmistir.
3.1.5.5. Gliserol

Elde edilen izolatlarin wuzun sireli muhafazasimi  saglamak amaciyla stok

besiyerininhazirlanmasinda kullanilmustir.

3.1.5.6. Mineral Yag

[zolatlarin biyosiirfektan iiretme yeteneklerinin belirlenmesinde kullanilmstir.
3.1.6. Kullanilan Antibiyotikler

Izolatlarin  antibiyotik direnclilik ~seviyelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan
antibiyotikler Bioanalyse markasi olup kisaltilmis adlari, antibiyotik isimleri ve gruplari,
icerisinde bulunan antimikrobiyal madde oraniile etki mekanizmalariTablo 3.2°de

belirtilmistir.
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Tablo 3.2. Antibiyotiklerin Gruplar1 ve Etki Mekanizmalar1 (Akkan, 2009)

Kisaltma ismi Antibiyotikler Grubu Etki Mekanizmasi
Nalidixic Acid Kinolin DNA giraz (topoizomeraz 11) enzimi
inhibitorudir.
Imipenem Karbapenem Bakteri duvarindaki penisilin baglayan

proteinlerden PBP- 1 ve PBP- 2'ye
baglanirlar. En genis spektrumlu beta
laktam antibiyotiktirler.

CTX, 30 pg Cefotaxime Sefalosporin 3 Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.

GM, 10 pg Gentamicin Aminoglikozit Protein sentezini inibe eder.

E, 15 pg Erythromycin Makrolid Bakteri ribozomlarinin 50S alt birimindeki
23S tRNA baglanarak, ayni yere tRNA 'nin
baglanmasim1 ve dolayisiyla peptid yan
zincirin uzamasini onlerler.

TE,30 pg Tetracycline Tetrasiklin 30S alt birimine baglanarak tRNA'nin
baglanmasin1  ve  peptid  zincirinin
uzamasini onlerler.

CIP, 5 pg Ciprofloxacin Florokinolin DNA giraz enzimini inhibe ederler.

C,30 pg Chloramphenicol  Kloramfenikol 50S ribozomunu etkileyerek peptidil
transferaz etkinligini azaltirlar.

AM, 10 pg Ampicilin Aminopenisilin ~ Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.

F/M, 300 pg Nitrofurantoin Nitrofurantoin Bakteride piruvattan asetilkoenzim A
olusmasina engel olurlar.

3.1.7. Cahsmada Kullanilan Agir Metaller

Arastirmada kullanilan tim agir metallerin 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM,
konsantrasyonlari hazirlanarak sterilizasyon islemi 0,2um ¢apinda steril filtre ile
yapilmusitir. Agir metal direngliliginin belirlenmesinde kullanilan metallerin molekiiler
formiilleri asagida verilmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Agir Metallerin Molekiiler Formiilleri

CoCl; 6H,0 MnCl; 2H,0

ZnS0O,4 7H,0 HgCl,

3.2. Metod

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Toprak ornekleri Mersin ili Kazanli bolgesi, Karaduvar mevkii petrol depolama alani ve
cevresinden alinmigtir. Bakterileri izole etmek amaciyla; aliman 10 gr toprak 6rnegi, (1 g
KNO3, 0,2 g MgSQ,, 0,1 g NaCl, 0,1 g CaCl,,1 g K,HPOgigeren) 1 L besiyerine %1
oraninda ham petrol: Triton-X—100 emiilsifor (1:1) ilaveedilerekzenginlestirilmis besiyeri
hazirlanmistir. Daha sonra toprak ornekleri, hazirlanan 100 ml'lik besiyerlerinde3 giin siire
ile 28°C’de 180 dev/dak.'da ¢alkalayici inkiibatérde (MAXQ 4450)inkiibasyona
birakilmistir. Ugiincii giinsonunda ise bu besiyerlerinden 10 ml almarak tekrar taze
besiyerlerine aktarilma iglemi yapilmis ve bu islem iki kez tekrarlanmistir (toplam 3
inkiibasyon).En  son inkiibasyon  Orneklerinden0,1ml  alinarak  nutrient  agar
igerenpetrilereekilmis ve inkiibasyona birakilmistir.inkiibasyon sonunda iireyen plaklar
binokiiler mikroskop (Novex P-20)ile incelenerek degisik koloni yapisisergileyen bakteri
izolatlar1 se¢ilmis ve saflagtirma islemi yapilmistir.En son asamada ise elde edilen izolatlar
tanimlamada ve sonraki c¢alismalarda kullanilmak amaciyla stoga alinmigtir (Rojas-
Avelizapa ve dig., 1999; Eraydin-Erdogan, 2010).
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TEHUKEL  MADDE

- |

Resim 3.1. Petrol depolama alani, dolum-bosaltim silolar1 ¢evresi
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Resim 3.2. Ham petrol igeren steril besiyerleri

Resim 3.3.Toprak 6rnegi ilave edilmis ham petrol igeren besiyerleri
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Resim 3.4. Calkalayici inkiibator

Resim 3.5. Steril taze besiyerlerine aktarim
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Resim 3.7. izolasyon islemi (¢izgi ekim) Resim 3.8. Saf kiiltiir islemi
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10gram Toprak rnegiilave Calkalayiciinkibatérde 28 °C' de

Steril besiyerleri edilmis besiyerleri 3 giin 180 dev/ dak inkiibasyon

Toprak érnegi

Taze besiyerine aktarim
- Ikal inkiibatérde 28 °C' d
Taze besiyerine aktarim Calkalayiciinkiibatérde 28 °C' de C;gﬁ,?ggél‘,‘} dak?n:ﬁbasyon €

3 giin 180 dev/ dak inkiibasyon

Soninkibasyon érnekleri Izolasyon Saf Kiltir

Sekil 3.1. Toprak Orneklerinden Bakterilerin izolasyonu ve Saflastirma Basamaklari

3.2.2. izolatlarin Muhafaza Edilmesi

Aktiflestirilmesi amaciyla Nutrient broth besiyerinde 18 saat inkiibe edilen izolatlar daha
sonra Nutrient agar besiyerine inokiile edilmis ve 37°C'de 18 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Bu besiyerlerinde gelisen kiiltiirlerden birer koloni alinarak %20°lik gliserol

iceren TSB'li besiyerine ekim yapilmustir.

Bu stok tiipleri -80°C'de (Niive DF 490) muhafaza edilmis ve izolatlar alti ayda bir

aktiflestirilerek tekrarmuhafaza edilmistir.

3.2.3. lzolatlara Uygulanan Morfolojik Testler

3.2.3.1. Kiiltiir Ozellikleri

Bakteriler gelisimlerini saglayacak besin ve mineral madde igerigine sahip kati
besiyerlerinde gelistirildiklerinde kendilerine 6zgii koku, renk ve sekillerde gelisim
gosterme yetenegine sahiptirler. Bu 0Ozellikler mikroorganizmalarin genetik kontrolii
altinda kalitilmakta olup tiiriin 6zelligine bagh olarak degisiklik gostermektedir. Ciplak

gozle goriilen gelisim oOzellikleri mikroorganizmalarin  mikroskop kullanilmadan
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taninmasinin ve tanilanmasinin ilk basamagini olusturmasindan dolayr Onem arz

etmektedir (Hasenekoglu ve Yesilyurt, 2001; Bal, 2012) .

Elde edilen izolatlarinin kiiltiirel 6zelliklerini belirlemek amaciyla kat1 besiyerlerindeki saf
kiiltiirler kullanilmustir. Kiiltiir 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla izolatlar kat1 besiyerlerine
3-4 faz ¢izgi ekim yapilarak inkiibasyona birakilmis ve koloni olusumlar1 gozlemlenmistir.
Daha sonra olusan bu koloniler binokiiler mikroskopla incelenerek iistten goriiniisleri,
koloni yiiksekligi, koloni kenar sekilleri ve koloni rengi belirlenmistir (Temiz, 2010; Baris,
2008; Orhan, 2013).

3.2.3.2. Gram Boyama Ozellikleri

Gram boyama yontemi ile bakterilerin hiicre duvarlarindaki farkligin ortaya ¢ikarilmasinin
saglanmasi amaclanmistir. Gram boyama islemini yapmak ic¢in 18-24 saat boyunca
Nutrient agarda iireyenkiiltiirlerden preparatlar hazirlanmistir(yash kiiltiirlerden yanlis
sonuglar  alinabileceginden;Gram  pozitif  bakteriler =~ Gram  negatifmis  gibi
degerlendirilebilir). Hazirlanan bu preparatlar kurutulup fikse edildikten sonra kristal viyole
ile muamele edilmis ve 1 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda bol saf su ile kristal viyole
yikanarak uzaklastirilmistir. Bu basamakta ise yikanan preparatlar lugol (Gram iyot
¢ozeltisi) soliisyonu ile kaplanarak 1 dakika siire ile muamele edilmistir (iyot mordant
olarak goérev yapmaktadir). Bir sonraki asamada liigol soliisyonu akitilmis ve preparat bol
su ile yikanmistir.Elde edilen preparatin % 96'lik etil alkol ile muamele edilerek 10-15
saniye boyunca alkolde boya giderimi gergeklestirilmistir. Preparatlar ardindan saf su ile
yikanmistir. Bu iglemden sonra preparatlar safranin boyasi ile muamele edilerek 30-45
saniye beklemeye birakilmistir. Bu siirenin bitiminde preparatlar saf su ile yikanmustir.
Boyama islemi bittikten sonra preparatlar kurutma kagidi kullanilarak kurutulmustur. En
son agsamada ise 151k mikroskobunun 100x objektifi (preparatlar tizerine immersiyon yagi
damlatilarak) ile bakteriler incelenmistir. Mikroskop ile yapilan inceleme sonucunda mor
renkte goriilen bakteriler Gram pozitif olarak degerlendirilir iken pembe renkte goriilen

bakteriler ise Gram negatif olarak belirlenmistir (Temiz, 2010).
3.2.3.3. KOH Testi (%3°liik)

Bu test Gram boyama y6ntemini desteklemek amaciyla yapilmaktadir. Bu yontem; Gram (-

) bakterilerin %3'lik KOH muamelesi ile hiicre duvarmin pargalanmasisonucunda
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sitoplazma ve DNA 'nin a¢iga ¢ikmasindan dolay1 viskoz yapinin olugsmasi esasina dayanir
(Sezen, 2015).

Steril bir lam tizerine 1 damla %3’likk potasyum hidroksit ¢ozeltisi damlatilarak tizerine
Nutrient agar da gelistirilen24 — 48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak
konulur ve bir cam ¢ubuk yardimiyla homojenize edilir.Bu olusan siispansiyonda cam
cubugu c¢ekince bir uzama gozleniyor ise KOH pozitif, uzama gézlenmiyor ise KOH
negatif olarak belirlenmistir. Sonug olarak uzama gozlemlenen izolatlarin Gram (-) oldugu
kabul edilmistir (Bal, 2012; Orhan, 2013; Hiindiir, 2015 ).

3.2.3.4. Hareketlilik Testi

Bakterilerin bazilar1 flagella olarak bilinen organelleri yardimiyla aktif olarak hareket etme
yetenegindedirler. Ancak hareketin belirlenmesi daha ¢ok flagella yapisinintesbiti ile

degilde hareketin gdzlenmesi ile olmaktadir (Ipek-Erbey, 2015).

Calismamizda hareketin belirlenmesi yari kati besiyeri kullanilarak tespit edilmistir. Bu
amagla; cam tiiplerin igerisinde %0,4-0,5 agar igeren nutrient agar besiyerine igne uglu 6ze
kullanilarak dik bir sekildedibe kadar diiz bir hat boyunca ekim yapilarak 24-48 saat 32
°C"de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon islemi sonucunda, inokiilasyon yapilan hattan
saga ve sola dogru bir dallanma var ise yada agarin i¢ine dogru bir yayilma s6z konusu ise
bakteri hareketli, besiyerinin yiizeyinde ve inokiilasyon hattt boyunca bir {reme
gozlemlenir ise, saga ve sola dogru bir dallanma yok isebakteri hareketsiz olarak kabul
edilmistir (Celebi, 2012; Ogiitcii ve Algur, 2014).

Pozitif

Resim 3.9. Hareketlilik testine gore (+) ve (-) sonug veren 6rnekler ve kontrol grubu
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3.2.4. Bakterilerin Biyokimyasal Testleri

3.2.4.1. Katalaz Testi

Cogunlukla aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerde bulunankatalaz enzimi, ortamda
bulunan hidrojen peroksiti su ve oksijene parg¢alamaktadir. Kati veya sivi besiyerinde
tiretilen bakteri kiiltiiriine H,O, ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklar
seklinde gozlemlenmesi, hidrojen peroksitin ayristigini buradan yola ¢ikarak da ortamdaki

bakteride katalaz enziminin varligimm gostermektedir (Temiz, 2010).

Calismamizda yatik nutrient agar da 30°C de 24 saat tiretilmis kiiltiirlerin {izerine %3" lik
Iml H,0; ¢ozeltisi damlatilmis ve gaz kabarciklarinin ¢ikip ¢ikmadigi kontrol edilmistir.
Sonugta gaz kabarciklarinin ¢ikmasi pozitif olarak kabul edilmistir (Gerhardt, 1981; Tamer
ve dig. 1989; Temiz, 1994).

3.2.4.2. Oksidaz Testi

Bu test ile bakterilerin, elektron transferinde bulunan sitokrom c proteinine sahip olup
olmadiklar1 tespit edilmistir. Sitokrom c proteini (oxidaz c), solunum mekanizmasinda
gorev yapmakta ve elektron transfer sisteminde, maddeleri birinden digerine indirgeme
reaksiyonuyla hiicresel enerji (ATP) olusumuna neden olmaktadir. Test aslinda bakterinin
sitokrom-c oksidaz enzimine sahip olmasi durumunda, bu enzimin reaksiyona girmesi
sonucu mavi renk olusturmasi esasina gore calismaktadir. Eger bakteride sitokrom c
proteini var ise substrat ile reaksiyona girerek mavimsi mor bir renk olusumu gézlemlenir

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

Bu enzimin belirlenmesi amaci ile bir parca filtre kagidi Tetrametil-p-fenilendiamin-
dikloriir'tin  %1°lik soliisyonundan birkag damla ile islatilmigtir. Daha sonra24
saatliknutrient agar kiiltiiriinden bir 6ze dolusu bakterialinarak filtrekagidinin iizerine
homojen bir sekilde yayilmistir. Sonug¢ olarak 10 saniye igerisinde mavi-menekse bir
renkolusumu gozleniyor ise test pozitif olarak degerlendirilmistir. Bu testte kullanilan

soliisyon giinliik olarak hazirlanmistir (Gerhardt, 1981).
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3.2.5. MALDI-TOF-MSYéntemi
izolatlarin tiir tayinleri; T.C. Saghk Bakanhg Tirkiye Halk Saghg Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari’nda yaptirilmistir.
3.2.5.1.Direk Transfer Ornek Hazirlama Yontemi

1. Biyolojik madde (6rnegin: tek bir bakteri kolonosi) ince bir film olarak, dogrudan
MALDI plakas1 tizerindeki spota aktarilmistir.

2. Ornek olarak 1uL Bruker HCCA soliisyonu ile kaplanmistir.
Not: Bruker HCCA igeren kapakl tiipiin, kullanimindan sonra, solvent buharlagsmasini
en aza indirgemek i¢in sikica kapatildigindan emin olunmalidr.

3. Matris kaplanmis olan 6rnek oda sicakliginda kurutulur. Sonugta homojen bir

preparasyon gozlenmelidir.
3.2.5.2. Uygulama Alani

Bruker HCCA, HCCA matriks soliisyonlarinin kolay ve uygun bigimde hazirlanmasin
imkan verir. Matriks, standart solventte ¢oziiniir, kullanimi1 kolay ve 0,7’den 20kDa’na
kadar peptitler ve proteinlerin yiiksek hassasiyetle MALDI-TOF MS ile 6l¢timiine imkan

Verir.
3.2.5.3. Bruker HCCA Céziinme islemi
Gerekli Kimyasallar ve Malzemeler

Bruker HCCA’nin ¢6ziinmesi ic¢in tavsiye edilmis olan Sigma-Aldrich (#19182)’den

standart solvent (asetonitril %50, su %47.5 ve trifloroasetik asit %2.5) kullanilmustir.
3.2.6. Antibiyotik Direnclilik Testi

[zolatlarin antibotik direngliligi; Mueller Hinton besiyerinde disk difiizyon yontemi ile 10

farkli antibiyotik kullanilarak belirlenmistir.

Yontemde kullanilan antibiyotikler; Ampicilin (AM, 10 pg), Nalidixic acid (NA, 30 pg),
Chloramphenicol ( C, 30 pg), Tetracycline (TE, 30 pg), Nitrofurantoin (F/M, 300 ng),
Gentamicin (GM, 10 pg), Imipenem (IPM, 10 pg), Ciprofloxacin (CIP, 5 pg),
Cefotaxime(CTX, 30 pg) ve Erythromycin (E, 15 pg) dir.
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Bu testte referans susu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 kullanilmistir
(NCCLS, 1997).

Nutrient broth besiyerlerinde aktiflestirilmis izolatlar 0,5 McFarland a ayarlanarak Mueller
Hinton agara yayma ekim yapilmistir. Daha sonra antibiyotik diskleri pens kullanilarak
ekim yapilan besiyeri iizerine belirli araliklarla yerlestirme islemi yapilmistir. Bu islem
tamamlandiktan sonra petriler 24 saat 37°C'de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra antibiyotik disklerinin etrafinda olugsmus olan zonlarin c¢aplart dlgiilerek

belirlenmistir.
3.2.7. Agir Metal Direnglilik Testi

Izolatlarin agir metal direnclilik diizeylerinin belirlenmesinde well-difiizyon yontemi
kullanilarak olusan zon gaplar1 belirlenmistir (Nithya ve dig., 2011). Yapilan 6n ¢alismada
diisiik konsantrasyonlarda iyi sonu¢ alinamadigi i¢in agir metal konsantrasyonlar1 5mM, 10
mM, 15 mM ve 20 mM olarak tesbit edilmistir. Belirtilen metallerin sulu ¢ozeltileri steril
filtreden (PTFE 0, 2 um capinda) gecirildikten sonra besi ortamina eklenmistir. Kullanilan
metallerin molekiil formiilleri CoCl,.6H,0, ZnS0,.7H,O, MnCl,.2H,0 ve HgCl, dir.
Ayn1 zamanda kontrol amaciyla mikroorganizma olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 standart susu kullanilmistir. Calisma sonucunda izolatlarin kontrol susunun direng

degerinden daha yiiksek oranda direng degeri gostermeleri direncli olarak kabul edilmistir.

Izolatlarin agir metal direngliligini belirlemek amaciyla bakteri izolatlar1 ekilmisMueller
Hinton Agarli besiyerlerindesteril ici bos 6 mm agiz capinda kii¢iik bir metal aparat
kullanilarak kuyucuklar agilmistir. Kullanilan metal aparatin ilk olarak agiz kismu etil alkol
ile muamele edilmis sonrasinda alevden gecirilerek starilizasyon islemi tamamlanmstir.
Sonrasinda aparat dik bir sekilde besiyerinin dibine kadar daldirilarak kendi ekseni
etrafinda hafif bir sekilde saga sola dondiiriilmiis ve agarli besiyeri dairesel sekilde
kesilmistir. Islem tamamlandiktan sonra kesilen agarli besiyeri aparatin igine geger ve
aparat ile uzaklastirilarak besiyerinde kuyucuklarin agilma islemi tamamlanir (Temiz,

2010).

Petrilerdeki besiyerinde ortada kontrol ve yanlarinda ikiser paralel olmak {izere 5 adet
kuyucuk acilmistir. Kuyucuklarin her ikisine ayni madde konularak c¢alisma ikiserli
tekerriir halinde devam etmistir. Bir numara ile belirtilen plaga 5SmM vel0 mM agir metal

soliisyonlari ile kontrol amacl ¢dziicii madde konulmustur. ikinumarali plaga ise 15mM ve
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20mM agir metal soliisyonlar1 konulmus ve yine ayni sekilde orta kismina kontrol amagl
¢Oziici madde eklenmistir. Bu islemden sonra plaklar 37°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmis ve inkiibasyon sonucunda olusan zon ¢aplar1 6l¢iilerek tesbit edilmistir.

3.2.8. lizolatlarin Biyosiirfektan Uretme Yeteneklerinin Tesbiti icin Ekim ve

Kiiltiirasyon

Biyosiirfektan iiretimini tesbit etmek icin modifiye edilmis bir yontemle ekim ve
kiiltiirasyon gerceklestirilmistir. Stok olarak hazirlanmis kiiltiirlerden Tryptic Soy Broth
besiyerine ekim yapilarak kiiltiirler tekrar aktiflestirilmistir. Aktiflestirmis olan izolatlar
Mineral Salt Medium besiyerine 1/20 (v/v) oraninda olacak sekilde sterilkosullarda ekim
yapilmistir. izolatlarm inkiibasyonu 35°C" de 10 giin siire ile 150 rpm dongiisel ¢alkalama
hiznda galkalamali inkiibatérde (Thermo MAXQ 4450) tamamlanmustir (Yalgin, 2008).

3.2.9. lzolatlarda Biyosiirfektan Varhiginin Belirlenmesi

Izolatlarin biyosiirfektan iiretme yeteneklerinin belirlenmeside Bodour ve Miller, (1998)
tarafindan kullanilanDrop Collapse yontemi kullanilmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu plate
(microwell plate) kullanilmis ve kiltirler 10000 rpm'de 20 dakika siire ile
santrifiijlenmistir (Micro CL 17). Santrifiijlemeden elde edilen siipernatatn Millipore
Filtrasyon sistemi (PTFE 0,2 um ) ile filtre edilerek elde edilen son filtrat biyosiirfektan
varliginin tesbitinde test sivisi, steril su ve ekim yapilmamis besiyeri ise kontrol sivisi
amaciyla kullanilmistir. Drop Collapse yontemini uygulamak amaciyladncelikle
kuyucuklar 7 ul mineral yag ile kaplanmigs ve bir giin oda sicakliginda birakilmistir.
Sonraki agsamada ise test ve kontrol sivilarindan 25ul 6rnek alinarak 45°C'lik ag1 ile
kuyucuklara damlatma islemi gergeklestirilmistir. En son asamada ise yag ile
kaplanankuyucuklardakidamlalarin ¢dkme, yayilma veya sabit kalabilme ozellikleri

gozlemlenerek biyosiirfektan varligi tesbit edilmistir (Yalgin, 2008).

Resim 3.10. Drop Collapse testine gore (+) ve (-) sonug veren ornekler ve kontrol grubu
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. 1izolatlarin Elde Edilmesi

Arastirmada kullanilan toprak ornekleri 5-6 Subat 2015 tarihinde; Mersin ili Kazanl
Bolgesi Karaduvar - Kazanli mevkii Rafineri depolama alaniiledoldur bosalt istasyonu ve
cevresinden alinmistir. Calismada yukarida belirtilen 8 farkli bolgeden alinan toprak
orneklerinden 36 adet bakteri izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin TSA

besiyerindekigelisimlerinin fotograflar1 Resim4.1. -Resim4.33. de goriinmektedir.

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 4.9. Bacillus subtilis (FH 3-5) Resim 4.10. Stenotrophomonas maltophila(FH 5-1)
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Resim 4.15. Streptomyces badius (FH 5-6) Resim 4.16. Stenotrophomonas maltophila (FH6-1)
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Resim 4.21. Enterobacter cloacae (FH 8-2) Resim 4.22. Bacillus cereus (FH 8-3)
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Resim 4.26. Bacillus licheniformis (FH 17-5)

Resim 4.27. Streptomyces lavendulae (FH 17-6)
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Resim 4.28. Esherichia coli (FH 18-1)



Resim 4.33. Bacillus cereus (FH 18-6)
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Resim 4.32. Enterobacter cloacae (FH 18-5)



4.2. lzolatlarm Morfolojik Testleri

Elde edilen izolatlarin koloni renk ve sekilleri Tablo 4.1.'de gosterilmektedir. Tablo
4.1.°deki sonuglara gore; 27 adet S tip koloni, 9 adet R tip koloni gozlemlendigi tesbit

edilmistir.

Tablo 4.1. izolatlarin Kiiltiir Ozellikleri

izolat izolat Koloni
Numarasi Koloni Rengi  Koloni Sekli Numarasi Koloni Rengi Sekli
FH1-1 Krem Rengi S Tip FH7-3 Beyaz S Tip
FH1-2 Krem Rengi R Tip FH7-4 Krem Beyaz STip
FH1-3 Beyaz STip FH8-1 Acik Sari STip
FH1-4 Mavi STip FH8-2 Beyaz STip
FH1-5 Kirmizi S Tip FH8-3 Beyaz STip
FH1-6 Seffaf S Tip FH8-5 Beyaz R Tip
FH3-3 Krem-Beyaz S Tip FH17-1 Yesil R Tip
FH3-4 Yesil S Tip FH17-2 Beyaz S Tip
FH 3-5 Krem Rengi STip FH17-4 Krem Sari R Tip
FH 3-7 Krem Rengi STip FH17-5 Krem Rengi STip
FH5-1 Krem Rengi STip FH17-6 Beyaz R Tip
FH5-2 Pembe STip FH18-1 Krem Beyaz STip
FH5-3 Acik Sar1 S Tip FH18-2 Sar1 S Tip
FH5-4 Agik Sar1 R Tip FH18-3 Yesil STip
FH5-5 Krem Rengi S Tip FH18-4 Yesil RTip
FH5-6 Krem Rengi STip FH18-5 Beyaz R Tip
FH 6-1 Agik krem S Tip FH 18-6 Beyaz S Tip
FH 6-2 Yesil S Tip
FH7-2 Beyaz R Tip

Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.te goriildiigii tizere; izolatlarin 11 tanesinin Gram pozitif ve 25
tanesinin ise Gram negatif 6zellikte oldugu belirlenmistir. Ayrica Gram negatif 6zellikteki
bakterilerin Gram boyama ozelliklerini desteklemek amaciyla uygulanan %3 liik KOH
testi sonucunda 25 adet izolatin pozitif, 11 adet izolatinda negatif sonu¢ verdigi tesbit
edilmistir. ilaveten izolatlardan 19 adedinin hareketli, 17adedinin ise hareketsiz oldugu

gbzlemlenmistir.
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Tablo 4.2. izolatlarn Gram Boyama, Morfoloji, %3'liik KOH ve Hareketlilik Test

Sonuglart

_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + :
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Kokobasil + ++
_ Gram (-) Basil + +
Gram (+) Basil - +
- Endosporlu
_ Gram (-) Kokobasil + +
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (+) Kok - 2
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Kokobasil + +
Gram (+) Basil - +
- Endosporlu
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Tablo 4.3. izolatlarin Gram Boyama, Morfoloji %3’ liik KOH ve Hareketlilik Test

Sonuglar1 (Devami)

_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (+) Basil - +
_ Gram (+) Basil - :
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (+) Kok - +
_ Gram (-) Basil + -
Gram (+) Basil - a*
- Endosporlu
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (-) Kokobasil + +
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + -
_ Gram (-) Basil + +
_ Gram (+) Basil - +
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izolatlarin Gram boyama 6zelliklerinin mikroskobik goriintiileri Resim 4.34"de verilmistir.

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. izoleedilen bakterilerin Gram boyama goriintiileri (100x)

4.3. Tlzolatlarm Biyokimyasal Testleri

Elde edilen izolatlardan 33 tanesinin hidrojen peroksiti serbest oksijene ayristirip gaz
kabarciklart olusturdugu dolayisiyla pozitif sonug verdigi, 3 tanesinin ise Katalaz negatif
oldugu belirlenmistir. Oksidaz testi sonucunda 33 izolatin p-amino dimetilanilin ayiracini
oksidaz enzimi varliginda okside edip mor-mavi renk olusturarak pozitif sonug¢ verdigi

bunun aksine3 izolatin ise negatif sonug verdigi gozlemlenmistir.
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Tablo 4.4. izolatlarin Katalaz ve Oksidaz Test Sonuglar

Izolat Izolat
Numarasi pEIElE sl Numarasi Katalaz Oksidaz
0 + FH 7-2 + -
B + FH 7-3 § -
+ + FH 7-4 + )
+ + FH 8-1 + +
0 + FH 8-2 + -
+ + FH 8-3 § n
+ + FH 85 + "
+ + FH 17-1 + +
+ + FH 17-2 + )
+ + FH 17-4 + n
+ + FH17-5 + o
+ + FH 17-6 + n
+ + FH 18-1 + "
+ + FH 18-2 + +
- + FH 18-3 + "
+ + FH 18-4 + n
+ . FH 185 + _
+ + FH 18-6 + n
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Tablo 4.5. izolatlarin MALDI-TOF MS Biyotiplendirme Tablosu

FH1-1 Staphylococcus hominis 1.776
FH 1-2 Bacillus mojavensis 2.082
FH1-3 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
FH3-3 Enterobacter cloacae 2.185
FH 3-4 Bacillus licheniformis 1.276
FH 3-5 Bacillus subtilis 1.968
FH 3-7 Tanimlanamadi -

FH 5-1 Stenotrophomonas maltophila 2.168
FH5-2 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
FH7-2 Cupriavidus necator 1.756

FH 7-3 Bacillus subtilis 2.057
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Tablo 4.5. izolatlarin MALDI-TOF MS Biyotiplendirme Tablosu (Devami)

FH7-4 Staphylococcus capitis 1.733
FH8-1 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
FH17-1 Pseudomonas aeroginosa 2.256
FH17-2 Acinetobacter baumanni 1.898
FH17-4 Stenotrophomonas acidaminiphila 2.028
FH17-5 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. izolatlarin Antibiyotik Direnclerinin Tesbiti

izolatlarin antibiyotiklere duyarlilik testi disk difiizyon yontemi kullanilarak yapilmustir.
Antibiyotik duyarlilik test sonuglari 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 goriilmektedir.

Resim 4.35. Izolat FH 6-1'in antibiyotik diren¢ degerleri (Nalidixic Acid, Imipenem,

Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin)

Resim 4.36. Izolat FH 6-1'in antibiyotik direng degerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin,

Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin)
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Resim 4.37. Izolat FH 7-3%iin antibiyotik diren¢ degerleri (Nalidixic Acid, Imipenem,

Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin)

Resim 4.38. Izolat FH 7-3'iin antibiyotik diren¢ degerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin,
Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin)
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Resim 4.39. Izolat FH 17-4'iin antibiyotik diren¢ degerleri (Nalidixic Acid, Imipenem,
Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin)

Resim 4.40. Izolat FH 17-4'iin antibiyotik diren¢ degerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin,
Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin)
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Resim 4.41. izolat FH 18-2'nin antibiyotik diren¢ degerleri (Nalidixic Acid, Imipenem,

Cefotaxime, Gentamicin ve Erythromycin)

Resim 4.42. izolat FH 18-2’nin antibiyotik diren¢ degerleri (Tetracycline, Ciprofloxacin,
Chloramphenicol, Ampicilin ve Nitrofurantoin)
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Izolatlarin antibiyotiklere karsi gosterdikleri direng oranlari kullanilarak toplam direng
yiizdeleri hesaplanmistir. Izolatlarin %8’inin Nalidixic Acid (NA, 30pg)’e, %0 min
Imipenem (IPM, 10 pg)'e, %25 ininCefotaxime (CTX, 30 pg)'e, % 11.11 inin Gentamicin
(GM, 10 pg)'e, %58.3’liniin Erythromycin (E, 15 pg)'e, %25'inin Tetracycline (TE, 30
pg)'e, %2.7’sinin Ciprofloxacin (CIP, 5 pg)'e, %16.6 sinin Chloramphenicol ( C, 30 pug)‘a,
%61.1"inin Ampicilin (AM, 10 pg)'e ve %63.8'inin Nitrofurantoin (F/M, 300 pg)'e
direngli oldugu goézlenmistir (Tablo 4.7.). Bu baglamda Tablo 4.7.incelendiginde en
yiiksek toplam direng degeri %63.8 olarak Nitrofurantoin (F/M, 300 pg)de gozlenirken en
diisiik deger ise %0 ile Imipenem (IPM, 10 pg)'de gézlenmistir.

Izolatlarin antibiyotik direnglilikleri CLSI 2015 prosediiriine gore belirlenerek toplam
yiizdelik direnglilik oranlar1 Tablo 4.7. de sunulmustur.

Tablo 4.7. izolatlarin Antibiyotik Direnglilik Degerleri

Kullanilan Antibiyotikler Izolatlarim Antibiyotik

Diren¢ Deger Yiizdeleri (%)

Nalidixic Acid (NA, 30ug) % 8.3
Imipenem (IPM, 10 ug) %0
Cefotaxime (CTX, 30 ug) % 25
Gentamicin (GM, 10 ug) % 11.11
Erythromycin (E, 15 ug) % 58.3
Tetracycline (TE, 30 ug) % 25
Ciprofloxacin (CIP, 5 ug) % 2.7
Chloramphenicol ( C, 30 ug) % 16.6
Ampicilin (AM, 10 ug) % 61.1
Nitrofurantoin (F/M, 300 ug) % 63.8
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Tablo. 4.8. izolatlarin Direngli Olduklar1 Antibiyotik Sayilari

Antibiyotik

Sayis1 (10)

Direngli
Bakteri 1 9 8 10 3 1 3 1 1 0 0
Sayisi

Calismada kullanilan antibiyotiklerin sayisi ve antibiyotiklere direngli olan izolatlarin
sayisiTablo 4.8."de 6zetlenmistir. Tabloincelendiginde antibiyotiklerin bir tanesine direng
gostermeyen 1 izolatin oldugu goriilmiistiir. Yine tablo incelendiginde; izolatlardan; 1
tanesinin 8 antibiyotige, 1 tanesinin 7 antibiyotige, 1 tanesinin 5 antibiyotige, 3 tanesinin 6
antibiyotige, 3 tanesinin 4 antibiyotige, 9 tanesinin 1 antibiyotige, 10tanesinin 3

antibiyotige, 8 tanesinin 2 antibiyotige karsi direng gosterdigi tesbit edilmistir.

Ayrica izolatlarin antibiyotiklere direnglilik degerleri Tablo 4.9. ile Tablo 4.10.°da
belirtilmistir.

Iskenderun Kérfezi'nde 3 farkli bolgeden 356 Gr (-) bakterinin izole edildigi bir ¢alismada
antibiyotik direncinin en yiiksek 1 ve 3 numarali bolgelere ait izolatlarin oldugu ve ayni
zamanda izolatlarin %94.9’unun Eritromisne direngli olduklar1 belirtilmektedir (Akkan

(2009).

Torabi (2013),arsenige direngli izolatlarla yaptigi bir ¢alismada bu izolatlardan %60’ 1inin
Sefoksitin’e, %40’inin ise Terimetoprim, Nalidiksilik asite ve Streptomisin’e duyarli
oldugunu belirlemistir. Yine %20 oraninda Eritromisin, Kloramfenikol, Pensilin ve
Tetrasiklin antibiyotiklerine direnglilik belirlerken, Amoksisilin, Genatmisin, Kanamisin

ve Netilmisin“e kars1 herhangi bir direncin olmadigini tesbit etmistir.
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Tablo 4.9. IzolatlarmAntibiyotiklere Kars1 Direnglilikleri

Numune Nalidixic Acid Imipenem Cefotaxime Gentamicin Erythromycin
Numarasi N4 30p9  (PM,10pg)  (CTX,30pg)  (GM,10ug) (E, 15ug)
FH1-1 R’ s R S R

FH 1-2
FH 1-3
FH 1-4
FH 1-5
FH 1-6
FH3-3
FH 3-4
FH 35
FH 3-7
FH5-1
FH5-2
FH5-3
FH 5-4
FH5-5
FH5-6
FH 6-1
FH 6-2
FH 7-2
FH7-3
FH 7-4
FH 8-1
FH 8-2
FH8-3
FH 85
FH 17-1
FH 17-2
FH 17-4
FH 17-5
FH 17-6
FH 18-1
FH 18-2
FH 18-3
FH 18-4
FH 18-5
FH 18-6 S S

*S= Duyarh (Sensitive), “R=Resistance (Direngli)

wu nu D Vv v v v v v v nu nu unu n oo nu u nu nuonounu v unuuununounuonoueu onouon
nwu u v vu v v v vu v v v v u u . u u u u.u nu u u unun unu u nunu unu unonounu ounuonoone

nu u u v I L IV 1L O L h T 0T L KHh T VL KL KHL O KU L v KL U h T L K T L L T I O
nu unu u v I uL u uh u u u uhL u u v I nu I uhuhL uL u u u u u u nu u v ”I nu u u u umn
»w X XXV XXV XV I O LK©L VDV LWL XX L VD DV IV L L NHLOVLOVO I D L KVL XD D LUKV I DD XXV XX OV D
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Tablo 4.10. izolatlarinAntibiyotiklere Kars1 Direnclilikleri (Devami)

Numune Tetracycline Ciprofloxacin Chloramphenicol Ampicilin Nitrofurantoin
Numarasi  (TE:30u9)  (CIP, 5pg) (G 30ug) (AM, 10ug)  (F/M, 300 pug)
FH1-1 R’ s R R R

FH 1-2
FH 1-3
FH 1-4
FH 1-5
FH 1-6
FH 3-3
FH 3-4
FH3-5
FH 3-7
FH5-1
FH5-2
FH5-3
FH 5-4
FH5-5
FH5-6
FH 6-1
FH 6-2
FH 7-2
FH7-3
FH 7-4
FH 8-1
FH 8-2
FH 8-3
FH 85
FH 17-1
FH 17-2
FH 17-4
FH 17-5
FH 17-6
FH 18-1
FH 18-2
FH 18-3
FH 18-4
FH 18-5
FH 18-6 S S

*S= Duyarh (Sensitive), *R=Resistance (Direngli)

»w XX O X O v unu unu unu unu uno nu unuo n oo unoux v unuuunuoneoounuonoounu onxoxxw POV LD OB
O nu u u v u v u v u u u v vu. .u nu. u nu u nu.u nunun unu n nuonon o unnu onouon

v u v v v v v T nHL D L D VL nu u ounuo ou unun onun$ou nouvu nouvu nouvu nou unxxou unu ounu un o
o X XX L XV L XV L LWL T D L X L D L DT XDV DT L L KM DT D L VD XX WV D XXV UL KL O KL XD
»w v X X X O X LWL X VW PV L LKL LKL IV I LKL I OUVL XX XD I L IZ® XDV DD LIV X XNV P XXV UV D
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Calismamizda en yiiksek antibiyotik direng orani belirlenerek izolatlardan %63.8inin
Nitrofurantain'e kars1 direng gosterdigi saptanmis olup izolatlardan %58.3iiniin ise
Erythromycin'e direngli oldugu tesbit edilmistir. Ayn1 zamanda 1 tane izolatin 8 farkli
antibiyotige, 1 tane izolatin ise 7 farkli antibiyotige direnc¢ gosterdigi belirlenmistir. Tiim
bu veriler 151¢inda sonuglarimiz incelendiginde izolatlarimizin biiyiik bir ¢ogunlugunun
antibiyotiklere direng gosterdigi tesbit edilmis olup daha oOnce yapilan calismalarla

benzerlik gosterdigi gozlemlenmistir (Tablo 4.7. ve Tablo 4.8.).
4.5. Bakterilerin Agir Metal Direngliligi

Calismada P. aeruginosa ATCC 27853 izolatlarin agir metallere direng yeteneklerininin
belirlenmesinde kontrol susu amaciyla kullanilmistir. Yine kullanilan agir metal
konsantrasyonlarimin tamami ‘‘mM’’ cinsinden hesaplanmig ve P. aeruginosa ATCC

27853 susunun zon ¢aplar1 Tablo 4.11. deverilmistir.

Tablo 4. 11. P.aeruginosa ATCC 27853 Susuna Ait Zon Caplar1 (mm)

P. aeruginosa ATCC27853

CoCl; 6H,0 12 13 14 16
ZnS0, 7H,0 ) " 1 .
MnCIZ 2H20 = = = 13

HgCl, 20 22 23 24

Sekil 4.2°de izolatlarin ¢inko agir metaline karsi gostermis olduklari direng oranlari
(%)incelendiginde; izolatlarn %40'inin 5 mM'a, %27,5'inin 10mMa, %22,5inin

15mMa ve % 20°sinin de 20mM  adireng gosterdigi gézlemlenmistir.
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CiNKO DIRENCIi(%)

100
= Direngli izolat Sayisi (%)
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Cinko Konsantrasyonlari (mM)

Sekil 4.1. izolatlarin ¢inko direng yiizdeleri

Tablo 4.13’deki veriler incelendiginde; ¢inkonun tiim konsantrasyonlarina direngli 1 adet
izolat tesbit edilirken uygulanan farkli konsantrasyonlara duyarli 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) belirlenmistir. Bunlarin disindaki izolatlarin tamaminin

farkli konsantrasyonlara kars1 direngli veya duyarli olduklar1 gortilmiistiir.
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Tablo 4.12. izolatlarin Cinko Direnglilikleri

*

FH 1-1 s
FH 1-2

FH 1-3 s
FH 1-4 R*

FH 1-5
FH 1-6
FH 3-3
FH 3-4
FH 3-5
FH 3-7
FH 5-1
FH 5-2
FH 5-3
FH5-4
FH5-5
FH 5-6
FH 6-1
FH 6-2
FH 7-2
FH 7-3
FH 7-4
FH 8-1
FH 8-2
FH8-3
FH 85
FH 17-1
FH 17-2
FH 17-4
FH 17-5
FH 17-6
FH 18-1
FH 18-2
FH 183
FH 18-
FH 18-5
FH 18-6 R

*S= Duyarh (Sensitive), *R=Resistance (Direngli)
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Resim 4.44. izolat FH 6-1'in ¢inko direnci (15 mM, 20 mM)
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Resim 4.46. izolat FH 17-2nin ¢inko direnci (15 mM, 20 mM)
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Sekil 4.2’de izolatlarin mangana kars1 gosterdikleri direng oranlarina bakildiginda;
izolatlarin %69°unun 5mM-a, %61'inin 10mM'a, %28’inin 15mM’a ve %25'inin de

20mM a direng gosterdikleri belirlenmistir.

MANGAN DIRENCI (%)
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Sekil 4.2. izolatlarin mangan direng yiizdeleri

Yine tablo 4.13’deki veriler incelendiginde; manganin farkli konsantrasyonlara direnglilik
gosteren 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-
5FH 17-6, FH 18-1, FH 18-2, FH 18-5 ve FH 18-6) belirlenirken tiim konsantrasyonlara
duyarli 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 edilmistir. Bunlarin disindaki izolatlarda herhangi bir direng gézlenmemistir.
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Tablo 4.13. izolatlarin Mangan Direnglilikleri

*

FH 1-1
FH 1-2
FH 1-3
FH 1-4
FH 1-5
FH 1-6
FH 3-3
FH 3-4
FH 35
FH3-7
FH5-1
FH 5-2
FH5-3
FH 5-4
FH5-5
FH 5-6
FH 6-1
FH 6-2
FH 7-2
FH7-3
FH 7-4
FH8-1
FH 8-2
FH 8-3
FH 8-5
FH 17-1
FH 17-2
FH 17-4
FH 17-5
FH 17-6
FH 18-1
FH 18-2
FH 18-3
FH 18-4
FH 18-5

FH 18-6 R
*S= Duyarh (Sensitive),* R=Resistance (Direncli)

)
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Resim 4.48. izolat FH 1-3'iin mangan direnci (5 mM, 10 mM)
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Resim 4.50. izolat FH 5-2"nin mangan direnci (15 mM,20 mM)
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Izolatlarinuygulanan civa konsantrasyonlarma kars1 direng oranlar1 (%) bakildiginda higbir

izolatin bu agir metale direngli olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.3.).

CIVA DIRENGCLILIGI (%)

100 & Direngli izolat Sayisi (%)

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Direng Yiizdesi

0 0 0 0

5mM 10 mM 15 mM 20 mM

Civa Konsantrasyonlari (mM)

Sekil 4.3. izolatlarin civa direng yiizdeleri

izolatlarin civaya Kkarsi gosterdikleri direng 6zelligine bakildiginda; uygulanan tiim

konsantrasyonlaradirengli olan higbir izolat tespit edilememistir (Tablo 4.14).
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Tablo 4.14. izolatlarm Civa Direncliligi

*

FH 1-1
FH 1-2
FH 1-3
FH 1-4
FH 1-5
FH 1-6
FH 3-3
FH 3-4
FH 3-5
FH 3-7
FH5-1
FH 5-2
FH5-3
FH5-4
FH5-5
FH 5-6
FH 6-1
FH 6-2
FH 7-2
FH7-3
FH 7-4
FH 8-1
FH 8-2
FH 8-3
FH 8-5
FH 17-1
FH 17-2
FH 17-4
FH 17-5
FH 17-6
FH 18-1
FH 18-2
FH 18-3
FH 18-4
FH 18-5

FH 18-6 S
*S= Duyarh (Sensitive), R=Resistance (Direncli)

(%)
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Resim 4.51. izolat FH 1-1'in civa direnci (5 mM, 10 mM)

Resim 4.52. izolat YH 1-2'nin civa direnci (15 mM, 20 mM)
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Resim 4.53. izolat FH 1-3%iin civa direnci (5 mM, 10 mM)

Resim 4.54. izolat FH 1-3'iin civa direnci (15 mM, 20 mM)
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Elde edilen Izolatlarin kobalta karsi gosterdikleri (%) diren¢ oranlarina bakildiginda;
toplam izolatlarin %27,7'sinin 5mM‘a, %5,5'inin 10 mM'a, %2,7 sinin 15mMa ve

%2,7 sinin ise 20 mMa direngli oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4.)

KOBALT DIRENGCLILIGI (%)

100 = Direncli izolat Sayisi (%)
90
80
70
60
50
40 g7
30
20
10

Direng Yiizdesi

6 2,7 2,7

Y S

10 mM 15 mM 20 mM
Kobalt Konsantrasyonlari (mM)

"
3
<

Sekil 4.4.izolatlara ait kobalt direng yiizde degerleri

Tablo 4.15'de goriildiigi tizere; tiim kobalt konsantrasyonlarina direngli olan bir adet izolat
(FH 17-6) tesbit edilirken duyarli 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)
saptanmistir. Kalan 10 adet izolatin ise farkli konsantrasyonlara karsi duyarlilik ve

direnglilik gosterdikleri belirlenmistir.
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Tablo 4. 15. IzolatlarinKobalt Direnglilikleri

*

FH 1-1
FH 1-2
FH 1-3
FH 1-4
FH 1-5
FH 1-6
FH3-3
FH 3-4
FH3-5
FH 3-7
FH5-1
FH 5-2
FH5-3
FH 5-4
FH5-5
FH 5-6
FH 6-1
FH 6-2
FH 7-2
FH 7-3
FH 7-4
FH 8-1
FH 8-2
FH 8-3
FH 85
FH 17-1
FH 17-2
FH 17-4
FH 17-5
FH 17-6
FH 18-1
FH 18-2
FH 18-3
FH 18-4
FH 18-5

FH 18-6
*S= Duyarh (Sensitive), R=Resistance (Direncli)

w
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Resim 4.56. izolat FH 1-6'nin kobalt direnci (15 mM, 20 mM)
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Resim 4.57. izolat FH 17-6"nin kobalt direnci (5 mM, 10 mM)

Resim 4.58. izolat FH 17-6’nin kobalt direnci (15 mM, 20 mM)
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Canlilarin yasamlarini siirdiikleri ¢evrede agir metallerin jeolojik olaylar sonucu olusan
dogal dagiliminin son yillarda insanoglunun ¢esitli aktiviteleri ile biiyiik oranda degismeye
basladig1 gozlenmektedir. Agir metallerin ¢evreye bulasmasi ya dogal kaynaklar ile yada
antropojenik (insan) kaynakli olmakta ve yayildiklar1 ortamlardaki canlilarin yasam
dongiisiine karigarak etkilerini gostermektedirler. Yogun agir metal igeren topraklarda
yasamini siirdiiren ve bu arada da metal direncine sahip organizmalarin gelismelerinde;
dikey gen transferi (reproduction), yatay gen transferi (transpozonlar ve plazmid),
kendiliginden olusmus mutantlar {izerinde bulunan segicistresin etkin rol oynadig
belirtilmektedir. Burada rolii olan faktorlerden birisi de metallere karsi direngliliktir.
Arasgtirmacilar, bakterilerin yasamlarin1 siirdiirdiikleri bolgelerde ¢ok sayida agir
metalbulundugundan prokaryotlarinortaya g¢ikmasindan sonraki siireglerdedzellikle agir
metallere kars1 diren¢ mekanizmalarinin hizli bir sekilde gelistirildigi bildirmislerdir (Ji ve
Silver, 1995; Torabi, 2013).

Aslinda antibiyotik direngliligi ile agir metal direncgliligi arasinda ki iliski yillardir
arastirtlmakta olup bu iki mekanizmanin birbiriyle iliskili oldugu belirtilmektedir (Harnett
ve Gyles, 1984; McEntee ve dig., 1986). Plazmidlerde, transpozonlarda ve integronlarda
cok sayida antibiyotik diren¢ geni bulunmakta ve filogenetik olarak birbirinden oldukga
uzak olan bakteri tiirleri arasinda bunlar horizontal gen transferi yoluyla
aktarilabilmektedir. Hareket halindeki bu genetik elemanlar; agir metal direnglilik
genlerini, ¢oklu antibiyotik direnglilik genlerini ve cesitli toksik bilesiklere direnglilik
genlerini de tasimaktadirlar. Yine arastiricilar agir metal direnglilik geni ile antibiyotik

direnglilik geninin ayni plazmid iizerinde bulunabilecegini belirtmektedir (Sevgi, 2007).

Yukarida bahsedilen 6zellikler gz oéniine alindigindabakterilerin biiyiik bir kisminimn; Sb*?,
Ni*?, Hg", Ag", AsO, AsO,2Bi" BOs;® Cd* Co™, CrO,?% Cu' , Pb*® TeO;?
Zn*2TI" gibi metallere kars1 direng yeteneklerinin oldugu belirlenmis olup bunun ise
ozellikle cesitli kimyasallara ve bazi ilaglara kars1 gosterilen spesifik bir 6zellik oldugu
bildirilmektedir ( Wiener ve dig., 2003). Aslinda bu 6zellikleringenetik faktorlerle kontrol
edildigi ve direng yeteneklerinin ise plazmid ve transpozonlar iizerinde bulundugu
belirtilmektedir ( Sevgi, 2007; Ozdemir, 2008; Sevgi ve dig.,2010; Mendez ve dig., 2010:
Sriram ve dig., 2011).

Arastiricilar  yaptiklart ¢aligmalar sonucunda; agir metal ve antibiyotik direng

yeteneklerinin beraber goézlendiginden bahsetmektedirler. Bu hipotezi dogrulayan bir
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calismada; bazi hastalardan elde edilen klinik izolatlarda antibiyotik direng ile civa direng
yeteneginin birlikte oldugu tespit edilmis veStaphylococcus aureus (MRSA) da metisilin
kodlu genlerin bazi antibiyotiklerin yanisira civa ve kadmiyuma da direngli oldugu

saptanmustir (Silver ve Phung, 1996).

Bagka bir bakis agisiyla ise; antibiyotik direngliliklerinin ortaya ¢ikmasini bakterilerdeki
bulunan direnclilik mekanizmalarinin antibiyotikler vemetaller tetikledigi goriisiidiir. Bu
goriisii destekleyen bir ¢alismada; hidrokarbonlarla kirlenmis alanlardan alinan 6rneklerde
kinolon direncinin oldugu belirtilmistir (Torabi, 2013).

Yine agir metal direngliligini belirlemek amaciyla yapilan bagka bir ¢alismada; petrol ile
kirlenmis topraklardan izole edilen Escherichia fergusonii KLUO1 susunundemir,
manganez, ¢inko, nikel, kursun ve bakira kars1 direncli oldugu tespit edilmistir (Sriram ve

dig., 2011).

Benzer bir ¢alismada ise; Mersin ili Kazanli endiistri bolgesinden 272 adet Pseudomonas
spp. ve 161 Bacillus spp. izole edilmis ve izolatlardan %26's1 Ni‘e, %73,9°u Cr'a, %18.,4'1
Zn'ya, %9,2'si Co'a, %11,5'i Cd a ve %7,3"ii Cu'a kars1 direngli olduklar1 tespit edilmistir
(Sevgi ve dig., 2010).

Caligmanin agir metallere direng yetenklerinin belirlenmesi amaciyla yaptigimiz kismi
incelendiginde; izolatlardan %27.7 sinin kobalta, %42 sinin ¢inkoya, %69 unun mangana
ve %0 min ise civanin 5SmM lik konsantrasyonuna direngli olduklari tespit edilmistir. Buna
karsin agir metallerin 20 mM'lik konsantrasyona olan direglilik oranlar1 incelendiginde ise;
izolatlarin %2,7 sinin kobalta, %25 inin mangana direngli oldugu belirlenir iken civave
kobaltin bu konsantrasyonuna direngli olan higbir izolat saptanamamustir (Sekil 4.1., Sekil
4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

Tim bu bilgiler ve ¢esitli arastiricilarin yaptiklar1 arastirma bulgularinda da gorildigi
kadariyla aslinda birbirine olduk¢a benzeyen habitatlardaki sonuglarla bizim bulgularimiz

oldukca fazla uygunluk gostermektedir.
4.6. lzolatlarda Biyoesiirfektan Uretiminin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin biyosiirfektan tiretebilme yeteneklerini tespit etmek igin kullanilan
Drop Collapse yontemine gore; 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) biyosiirfektan iiretme yetenegine sahip oldugu ancak diger 29
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adet izolatin ise biyosiirfektan iliretme yetenegine sahip olmadigi belirlenmistir (Tablo
4.16.).

Tablo 4.16. izolatlarm Biyosiirfektan Uretme Yetenekleri

izolat Numarasi izolat Numarasi
FH 1-1 + FH 7-2 -
FH 1-2 - FH7-3 -
FH 1-3 - FH7-4 -
FH 1-4 + FH 8-1 +
FH1-5 - FH 8-2 -
FH 1-6 + FH8-3 -
FH 3-3 = FH 8-5 -
FH 3-4 - FH17-1 +
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 -

Yiizey aktif maddeler olan biyosiirfektanlar ¢ok farkli alanlarda basta tip, eczacilik, tarim
ve gida sektorii olmak iizere yogun olarak kullaniminin artmasi nedeniyle 6zellikle de

biyoteknolojik ¢alismalarda oldukga fazla tercih edilmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda; Mersin ilinin petrol depolama alanlarindan, doldur- bosalt
istasyonlarindan 0zellikle de petrol tiirevi hidrokarbonlar bakimindan zengin oldugu
tahmin edilen topraklardan 6rnekler alinmistir. Klasik mikrobiyolojik izolasyon yontemleri
kullanilarak birbirinden farkli olan koloniler segilerek 36 farkli bakteri tiirii izole edilmistir.
Bu izolatlarin biyosiirfektan tiretme yetenekleri hizli ve pratik bir yontem olan Drop-
Collapsemetodu kullanilarak tespit edilmistir. Bu yontemde mikrowell plate kullanilmakta
ve plate bulunan kuyucuklar dairesel yapida oldugundan damlaciklarin yagh yiizeydeki

hareketleri engelenerek sonugta damlaciklarin sekli sabit kalmaktadir. Cok sayida arastirict
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bu yontemi kullanarak bakterilerin biyosiirfektan tiretimini belirlemislerdir (Tugrul ve

Cansuar, 2005; Yilmaz, 2008: Kaya, 2008; Joy ve dig., 2017).

Drop Collapse yontemininbiyosiirfektanlarin kantitatif tayininde kullaniminin uygun
oldugunu Bodour ve Miller (1998)bildirmislerdir. Petroliin bulasmis oldugu topraklardan
Plaza ve dig., (2006) 16 izolat elde ederck biyosiirfektan varligi bu yontemle

saptamiglardir.

Bu amagla yapilan baska bir ¢alismada; Ramos ve dig., (2010) 324 adet bakteri tiiriinii
hidrokarbon ile kirlenmis alanlardan izole etmisler ve bunlardan 17 tanesininbiyosiirfektan

tiretme yetenegine sahip oldugunu Drop Collapseyontemine kullanarak belirlemislerdir.

Yapilan literatiir incelemesinde; su igerisinde ¢oziinemeyen yag ve hidrokarbon tiirevleri
gibi bilesikleri icerisinde barindiran toprak ve su habitatlarinda biyosiirfektan iireten
mikroorganizmalarin bulunabilme sikliginin oldukga yiiksek oldugu belirtilmektedir
(Celikdemir, 2012). Bu bilgiler gergevesinde c¢alismamizdan elde edilen bulgularmbu

goriisii dogrular nitelikte oldugu gortilmektedir.

Sonug olarak; biyosiirfektanlarin metal bilesiklerle kompleks yapilar meydana getirme
egilimlerinin olmasi nedeniyle agir metallerin yogun olarak bulundugu daha dogrusu

bunlarla kirlenmig toprak ve su habitatlarinin temizlenmesinde kullanilabilecegi tavsiye
edilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak mevcut tez ¢alismasinda; hidrokarbonla kirlenmis dogal alanlardan
bakterilerin izolasyonu, tanilanmasi, antibiyotik ve agir metal direng yetenekleri ile
biyosiirfektan iiretme Ozelliklerinin  belirlenmesi amaglanmistir.  Belirlenen hedef
dogrultusunda yapilan arastirma sonucuna gore; biyosiirfektan iiretebilen, agir metal ve
antibiyotiklerin ¢ogunluguna direngli olan 6 izolat tespit edilmistir ( FH 1-1, FH 3-4, FH 8-
2, FH 18-2, FH 18-3, FH 18-4).

Yaptigimiz arastirma verilerine gore; elde edilen 36 izolattan sadece 7 tanesinin
biyosiirfektan iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgular ¢ergevesinde,
hidrokarbonlarla kirlenmis topraklarda biyosiirfektan iiretme yetenegine sahip yerel bakteri

tiirlerinin bulunma olasiliginin oldukga yiiksek oldugu hipotezini dogrular niteliktedir.

Nitekim; petrol ve petrol tiirevlerini yapisinda barindiran topraklardan yerel bakteri
tiirlerinin izole edilerek bunlardan biyosiirfektan elde edilmesi hem endiistriyel agidan

hemde bilimsel yonden oldukga biiyiik bir dnem arzetmektedir.

Ozellikle 18. yiizy1l ve sonrasi siirecte sanayi basdondiiriicii sekilde gelismekte ancak
bununla birlikte endiistriyel kirlilikte hizla artmakta olup busoruna ¢oziim tliretmek adina
ekosistemi olabildigince koruma giiniimiiz insaninin 6ncelikleri arasinda yerini almistir. Bu
cercevede Ozellikle de petrol ve petrol tiirevinden kaynaklanan atik maddeler ve
bulagmalar belirtilen Kirlilik nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Bu
hidrokarbonlarin dogaya bulasip yayilmasinda ise petrol kazalari, tanker sizintilart ve
fabrika atiklar1 vb. faktorler oldukca etkili olmakta ancak bu PAH ve tiirevleri dogada
kendi baslarina par¢alanamadiklarindan bulunduklar1 habitatda yasamini siirdiiren canlilara

zarar vermektedir.

PAH ve tiirevlerini bulunduran atiklarla kirlenmis habitatlarda ¢ok farkli
mikroorganizmalar o6zellikle de yerel tirler bulunmaktadir. Literatiir arastirmasi
sonucunda; PAHlarin mikroorganizmalar tarafindan pargalanarak ¢evresel kirliligin yok

edilmesinde etkili olacagi goriilmektedir.

Ayn1 zamanda metallerin yogun olarak bulundugu topraklardan izolasyonu yapilan
bakterilerde agir metallere kars1 gosterilen tolerans aslinda ¢evrenin bu ajanlarla kirlenmis

oldugunun bir belirtisidir. Tiim bu nedenler goz Oniine alindiginda agir metal direng
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yetenegine sahip olan bakterilerin 0Ozellikle bu tiir bolgelerde biyodegredasyonda

(biyopargalamada) tercih edilebilecegi kanisina varilmaktadir.

Ayrica yapilan c¢aligma sonucunda elde edilen yerel izolatlarin 6zellikle petrol ve
tiirevlerinin yapisinda yer alan hidrokarbonlarin ¢ok yogun bir sekilde bulundugu alanlarda
tek veya komiinite yani karisik kiiltiir olarak biyoremediasyon g¢alismalarinda kullaniminin

ve performansinin oldukea iyi olabilecegi diigiiniilmektedir.

Son olarak; tez calismasinda elde edilen izolatlarin tiir tanimlamalart MALDI-TOF MS
kullanilarak yapilmis olup bu arastirma ozellikle petrol ve petrol atiklarindan izole edilen

bakterilerin tanimlamasinda bu yontemin kullanildig ilk ¢aligma niteligini de tagimaktadir.
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