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OZET

TERMIK SANTRAL BOLGESINDEKI (CAN-CANAKKALE) TOPRAKLARDAN
AGIR METALE KARSI DIRENCLi BAKTERILERIN iZOLASYONU,
TANILANMASI VE PLAZMID PROFILLERININ BELIRLENMESI

Gorkem DULGER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman: Dog. Dr. Ciineyt AKI
Ocak 2012, 91

Bu calismada Can Termik Santral Bolgesindeki topraklardan Enterobacter,
Pseudomonas, Bacillus genusuna ait bakterilerin izolasyonu gerceklestirilmis, agir metal
direnglilik diizeyleri tespit edilerek plazmid profilleri belirlenmistir. Agir metale yiiksek

diizeyde direng gosteren iki susun biyosorpsiyon ¢alismasi gergeklestirilmistir.

Termik santral bolgesinde dort fakli istasyondan alinan toprak orneklerinden
toplam 345 bakteri izolasyonu gergeklestirilmistir. Agir metal direnclilik tespiti i¢in MIC
yontemi kullanilarak 8pug/ml- 8192 pg/ml araliginda degisen konsantrasyonlarda ZnCl,,
FeCl;.6.H,O, Pb(NOs3), ve CuSO4 metal ¢ozeltileri besi ortamlarina ilave edilmistir. MIC
degeri yiiksek olan 37 adet bakterinin Vitek II identifikasyon cihazi ile tanimlamalari

yapilmis ve plazmid profilleri ¢ikartilmistir. 18 bakteride plazmid oldugu belirlenmistir.

Bacillus mycoides (izolat 26) ve Enterobacter cloacea complex (izolat 10)suslari
agir metal biyosorpsiyonu i¢in se¢ilmistir. Bakterilerin agir metal biyosorpsiyonu ICP
cihazi ile belirlenmistir. Bacillus mycoides (izolat 26) i¢in ¢alismada kullanilan Fe, Zn, Pb
ve Cu metalleri arasinda biyosorpsiyon hizinin en yiiksek oldugu metal Zn iken bunu sirasi
ile Pb, Fe, Cu takip etmistir. Enterobacter cloacea complex (izolat 10) i¢in biyosorpsiyon
hizinin en yiiksek oldugu metal Pb iken bunu sirasi ile Zn, Fe ve Cu’ nun takip ettigi tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Can Termik Santral, Agir metal direnglilik, FEnterobacter,

Pseudomonas, Bacillus, Plazmid, Biyosorpsiyon.
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ABSTRACT

ISOLATION, IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF PLASMID
PROFILES OF HEAVY METAL RESISTANCE BACTERIA FROM SOILS IN
THERMAL POWER STATION AREA (CAN, CANAKKALE)

Gorkem DULGER

Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Ph.D.
Adviasor: Assoc.Prof.Dr. Ciineyt AKI
January 2012, 91

In this study the isolation of bacteria belonging to Enterobacter, Pseudomonas,
Bacillus genus from the soil in the area of Can Thermal Power plant were fulfilled and the
plasmid profiles of them were defined by identifiying their levels of heavy-metal
resistance. Two studies of cultures biosorption which show resistance at high level to

heavy metal were done.

In total, 345 bacteria isolations taken from the soil examples of four diffrent
stations in Can Thermal Power plant area were fulfilled. To define the resistance of heavy
metal, metal solutions of ZnCl,, FeCl;6.H,O, Pb(NO;3), and CuSO4 in varying
concentrations between 8ug/mLwere added to culture media by using MIC method. 37
bacteria having high MIC level were defined via Vitek II identification tool and their

plasmid profiles were done. It was identifed that 18 bacteria have plasmids.

The cultures of Bacillus mycoides (izolat 26) and Enterobacter cloacea copmlex
(izolat 10) were chosen fort he heavy metal biosorption. The heavy metal biosorption of
bacteria were defined via the tool ICP. While the metal having the highest growing speed
of biosorption among Fe, Zn, Pb and Cu metals which were used in the study for Bacillus
mycoides (1zolat 26) is Zn, it is followed by Pb, Fe and Cu orderly. While the metal having
the highest growing speed of biosorption for Enterobacter cloacea complex (izolat 10) is

Pb, it is followed by Zn, Fe and Cu orderly.

Keywords: Can Thermal Power, heavy metal resistance, Enterobacter, Pseudomonas,

Bacillus, plasmid, biosorption.
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BOLUM 1 - GIRIS Gorkem DULGER

BOLUM 1
GIRIS

Insanlar tarih boyunca dogay1 bir takim ihtiyaclari ve istekleri dogrultusunda
kullanmaktadir. Tarim alanlarinin agilmasi, avecilik, yerlesim yerlerinin kurulmasi gibi
faaliyetleri ile dogayi olumsuz yonde etkilemislerdir. Ekosistemler bu olumsuzluklar
sanayilesmenin baslangicina kadar tolere edebilmislerdir. Ancak sanayii ile birlikte
atiklarin birikimi ve bunlarin dogaya biraktiklar1 zararh etkileri tolere edebilme sinirinin
cok iistline ¢ikmustir.

Gilinlimiliziin en biiyiik sorunlarindan birisi teknolojiye paralel olarak artan ve
yasami olumsuz etkileyen ¢evre kirliligidir. Toprak, su ve hava gibi ¢evreyi olusturan
ogeler; basta insan olmak {izere bitki ve hayvanlarin etkileri ile kirlenmektedir. Ozellikle
endiistrilesme ve kentlesme, tasitlar, organik kimyasallar, deterjanlar, pestisitler, radyoaktif
maddeler ve agir metallere bagli olarak artan c¢evre kirliligi, canlilar iizerinde tehlikeli
olabilecek boyutlara ulasmistir. Dogrudan ve dolayli yollardan ¢evre kirliligi probleminden
her ¢esit organizmanin etkilenmesi, bu problemin biiylikliginii ve tehlikesini

arttirmaktadir (Zengin ve Munzuroglu, 2005).

Antik caglarda metallerin cevherleri islenmeye baslandigindan beri metaller insan
faaliyetleri sonucu olarak dogal ¢evrimler disinda atmosfere, hidrosfere ve pedosfere
yayillmaya baglamislardir. Yiizyillar boyunca insanlar agir metalleri etkilerini bilmeden
taki, silah, su borusu vb ¢esitli amaglar i¢in kullanmislardir. Sanayilesme ile birlikte agir
metal igeren kOmiirlerin yakilmaya baslanmasi ile endiistri bolgelerindeki agir metal
kirliligi asir1 boyutlara ulasmis ve agir metal kirliliginden kaynaklanan ilk tanimlanan
zehirlenmeler Japonya’da ortaya ¢ikmistir (Kahveciolglu ve ark., 2004). Toprakta agir
metal birikimi ile olusan kirlilik, toprak verimliligi ve ekosistemi iizerine olumsuz etkiler
yaratabilecegi gibi besin zinciri yolu ile de hayvan ve insan sagligi iizerinde de ciddi etkiler
yaratmaktadir. Dogrudan ve dolayli yollardan ¢evre kirliligi probleminden her cesit
organizmanin etkilenmesi, bu problemin biiyiikliigiinii ve tehlikesini arttirmaktadir (Zengin
ve Munzuroglu, 2005). Topraklardaki agir metal kirliligi, endiistrinin ve madencilik
aktivitelerinin gelismesiyle ve atik suyla yapilan sulamalarin ve aritma g¢amuru
uygulamalarinin yayginlagsmasiyla global bir problem halini almaktadir. Topraklardaki agir
metallerin, eger miktarlar1 topraktaki normal baslangic degerlerinden fazla ise mikro
kirleticiler olarak bilinirler. Topraktaki agir metallerin en tehlikeli yani, bitkilerin yapisina

girmeleri, hareketli hale gectiklerinde (serbest iyon haline gectiklerinde) taban suyuna
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karisarak suyun niteligini bozmalari, mikroorganizmalara zarar vermeleri ve besin zinciri

ile diger canlilara gecerek dolayli yollardan zararli olmalaridir. Agir metallerin 6zellikle

belirli dozlardan itibaren canlilardaki fizyolojik fonksiyonlar1 ve biyokimyasal olaylar

direkt veya dolayli olarak etkiledigi bilinmektedir. Cizelge 1.1’ de topraktaki agir metal

sinir degerleri verilmektedir (Sevgi, 2007).

Cizelge 1.1. Topraktaki Agir Metal Sinir Degerleri (Sevgi, 2007).

Agir Metal

PHS-6

mg/kg Firin Kuru

pH>6

mg/kg Firin Kuru

(Toplam) Toprak Toprak
Kursun 50 % 300 =
Kadmiyum 1 % 3 k%
Krom 100 #:x 100 #:x
Bakir* 50 140 *:x
Nikel* 30 % 75
Cinko * 150 s 300 #*
Civa 1 *x 1,5 s

* pH degeri 7°den biiyiik ise ¢evre ve insan saghigina 6zellikle yer alti suyuna zararh

olmadig1 durumlarda Bakanlik sinir degerleri %50’ye kadar artirabilir.

*% Yem bitkileri yetistirilen alanlarda ¢evre ve insan sagligina zararli olmadig1 bilimsel

calismalarla kanitlandig1 durumlarda, bu sinir degerlerin asilmasina izin verilebilir.
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Calismamizin konusu olan termik santral bacalarindan ¢ikan ve etrafa yayilan
ucucu kiiller i¢cinde bulunan agir metaller i¢in izin verilen siir degerleri Cizelge 1.2° de
verilmigtir. Cizelge 1.2’ de verilen sinir degerlerin tlizerinde toksik agir metal iceren ugucu

kiiller tehlikeli atik sinifina girer.

Cizelge 1.2. Ugucu Kiil i¢indeki Agir Metal Konsantrasyonu Sinir Degerleri

Agir Metaller Eluat Kriterleri (L/S=101t/kg) Tehlikeli Atik Olarak Muamele
Gorecek Atiklar (mg/kg)

Arsenik <0,2-2,5"
Civa <0,02-0,2"
Kadmiyum <0,1-0,5"
Krom <1-7"
Kursun <1-5
Nikel <1-7°
Bakir <5-10"
Cinko <520°

Eluat konsantrasyonu tehlikeli atik icin belirlenen degerler arasinda olan atiklar,
tehlikeli atik diizenli depolama sahasinda depolanirlar. Ancak, tehlikeli atik i¢in belirlenen
tist smirdan daha yliksek eluat konsantrasyonu olan atiklar tehlikeli atik depolama
sahasinda depolanmadan Once On isleme tabi tutulmali ve iist sinir altina ¢ekilmelidir.
Bunun miimkiin olmadig1 takdirde, bu atiklar tehlikeli atik depolama alaninda ayr1 olarak
(tek tiir) depolanmalidir. Cizelge 1.2°de verilen sinir degerlerin iizerinde toksik agir metal
iceren ucucu kiiller 6zel olarak lisansh tehlikeli atik depolama tesislerde depolanmalidir.
Cizelgel. 2°de verilen siir degerlerin tlizerinde toksik agir metal iceren ugucu kiiliin gelisi
giizel yerlere dokiilmesi, atilmasi fevkalade tehlikelidir. Basta yiizeysel su kaynaklari
olmak iizere yer alt1 suyuna ve tarimsal topraga ciddi zararlar verebilir. Depolandig1 yeri de
tehlikeli hale getirebilir. Sinir degerlerin {izerinde toksik agir metal iceren ugucu kiillerin

tarimsal topraklara dokiilmesi, atilmasi dnlenmelidir.
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Cizelge 1.2°de verilen smir degerlerin iizerinde toksik agir metal iceren ugucu
kiillerin termik santral taban kiilii ile karistirilarak depolanmasi fevkalade yanlis olabilir.
Tehlikeli olan bir atigin tehlikeli olmayan bir atikla karistirilmasi yasaktir. Boyle bir
uygulama yapildigi zaman tehlikeli olmayan bir atig1 tehlikeli atik haline dondisiir.

S6z konusu sorunlarin ¢oziimlenmesinde énemli rol oynayan teknolojik gelismeler,
insanligin yararina bir¢ok yeni ve alternatif {iriinler sunarken kii¢giimsenmeyecek oranda ve
nitel- nicel yonden oldukca farkli atiklar olugmaktadir. Bu tiir kati ve sivi atiklarin
aritimlart mevcut konvansiyonel aritim siirecleri ile yeterli diizeyde yapilamamaktadir.
Bunun yaninda etkili bir aritim ise, ilgili endiistri kuruluslarina oldukca pahaliya mal
olmaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde birgok endiistri kuruluslarinin énemli sorunu olan bu
tiir atiklarin aritiminda; ekonomik yonden ucuz, pratik uygulamalarda kolaylik saglayacak
aritim siireglerine yonelik genis bilimsel arastirmalar yapilmaktadir. Aritimda basariyla
kullanilabilecek fiziksel- kimyasal yontemler (presipitasyon, aktif karbon adsorbsiyonu,
ters ozmoz, iyon degisimi vb) bulunmakla birlikte gerek aritim siireglerinin zorluklar
icermesi, komplike olusu, gerekse ekonomik acidan pahali ve aritim verimliliginin diisiik
olmasi nedeniyle endiistriyel uygulamalarda arzu edilmemektedir (Wong ve Kwok, 1992;
Lowe ve Guady, 1989). Son yillarda agir metal iceren atiksularin aritiminda biyolojik
yontemler; etkili, pratik ve ekonomik olmalar1 nedeniyle konvansiyonel fiziksel - kimyasal
aritim yontemlerine tercih edilmekte ve bilimsel arastirmalar bu yonde agirlik
kazanmaktadir (Costa ve Leite, 1991; Shravan ve Moran, 1992). Biyolojik siireclerle metal
aritimi, 6zellikle mikropsal hiicrelerle yapilan metal biyosorpsiyonu etkili ve alternatif bir
teknoloji olusturacak giictedir.

Giliniimiizde Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter sp.,
Arthrobacter sp. bakterileri biyosorpsiyon calismalarinda kullanilmaktadir (Saglam ve
Cihangir, 1995).

Bu tez ¢alismasinda amag; termik santral (Can - Canakkale) bolgesinde belirlenen
istasyonlardan alinan toprak oOrneklerinde bulunan bakir, ¢inko, demir ve kursun
metallerinin diizeyini belirlemektir. Bu bolgede agir metalle kontamine olmusg topraklardan
bu metallere karsi direng gosteren bakterilerin izolasyonunu gergeklestirmek ve bu
direngliligin plazmidler ile olan iligkisini belirlemektir. Ayrica metal toleransinin yiiksek

oldugu bakteri suglarinin gostermis oldugu metal biyosorbsiyon kapasitesini belirlemektir.
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Agir Metaller ve Cevre Uzerindeki Etkileri

Son zamanlarda agir metal tanimi ile kimyasal maddelerin ekolojik sisteme
verdikleri zarar genellestirilerek gazete haberlerinde sik sik agir metallerin, cevresel
problemlere neden olduklar1 yer almaya baglamistir. Bunun nedeni ¢evresel problemler s6z
konusu oldugunda “agir metal” tanimi sanki ¢cok tanimli ve kesin bir grupmus gibi bu
kavramin ¢ok sik “nispeten yliksek yogunluga sahip ve diisiikk konsantrasyonlarda bile
toksik veya zehirleyici olan metal” olarak kullanilmasidir. Bu yaygmn kaniya, agir
metallerin belirli bir zaman araliginda canli organizmada diger metallere kiyasla
akiimiilasyonunun fazla olmasit ve bunun sonucu negatif etkinin giderek artmasi yol
agmaktadir. Gergekte agir metal tamm fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/em’ ten
daha yiiksek olan metaller i¢in kullanilir. Bu gruba Kursun, kadmiyum, krom, demir,
kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak iizere 60 tan fazla metal dahildir. Bu elementler
dogalar1 geregi yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik
olarak veya silikatlar i¢inde hapis olarak bulunurlar. Her ne kadar metallerin yogunluk
degeri tlizerinden hareketle ekolojik sistem iizerindeki etkileri tanimlanmaya /
gruplandirilmaya calisiliyorsa da ger¢ekte metallerin yogunluk degerleri onlarin biyolojik
etkilerini tanimlamaktan gok uzaktir. Ornegin yogunlugu 3,65 g/cm’ olan baryumun veya
4,51 g/ cm’ olan titanyumun biyolojik sistemlere kadmiyum (8,65 g/ cm’), kursun ( 11,34
g/ cm’) veya lantanit grubu metallerden (5,25 - 9,84 g/ cm’) ¢ok farkl etkide bulundugu
kesindir. Bir elementin yogunlugu aslinda periyodik sistemdeki (grup ve gruptaki sira)
yerinin, kimyasal Ozellikleri de elementin ait oldugu grubun fonksiyonudur. Metallerin
ekolojik sistem iizerine etkilerinden bahsederken aslinda metalin ait oldugu grubun ele
tabakasinin adsorpsiyon kapasitesi sinirli oldugundan dolayr da sularin agir metal
konsantrasyonu siirekli olarak yiikselir. Ulkemizde de basta tuz ihtiyacimiz1 karsiladigimiz
tuz golii olmak {lizere kapali gollerimizde yeterli ¢evresel onlem almadigimiz ve su
havzalarinda kontrolsiiz sanayilesmeye izin verdigimizden dolayr agir metal
konsantrasyonu siirekli yiikselmektedir.

Agir metallerin ekolojik sistemde yaymimlari dikkate alindiginda dogal
cevrimlerden daha ¢ok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle ¢evreye yaymmimi soz

konusu oldugu goriilmektedir. Siirekli ve kullanima bagli kirlenmenin yani sira kazalar
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sonucu da agir metallerin ¢evreye yaymimi Oonemli miktarlara ulasabilmektedir. (1979
Lengrich’te ¢imento tesisinden talyum kacagi* ). Yillik olarak dogal c¢evrimler sonucu
7600 ton Cd, 18800 ton arsen, 3600 ton civa 332000 ton kursun atmosfere atilmakta iken
insan faaliyetleri sonucu desarj edilen miktarlar dikkate alindiginda ise selen (19 kat),
kadmiyum (8 kat), civa, kursun, kalay (6 kat), arsen, nikel ve krom (3 kat) ) daha fazladir
(Alexander,2002).

Cevre kirliligini artiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda 6énemli roloynayan agir
metallerin ¢evreye yaymimin da etken olan en Onemli endiistriyel faaliyetler ¢imento
tiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam {iretimi, ¢0p ve atik camur yakma
tesisleridir. Cizelge 2.1° de temel endiistrilerden atilan metal tiirleri genel olarak
gosterilmistir. Bu metaller igersinde kursun, c¢inko, bakir, kobalt, kadmiyum, krom, nikel,
arsenik, civa ve giimils gibi metal iyonlari, kalic1 etkilerinden dolay1 canli sistemleri ve
cevre sagligl yoniinden onem tasimakta olup belirli bir sinir1 aginca da son derece toksik
etki gostermektedir (Saglam ve Cihangir, 1995). Havaya atilan agir metaller, sonugta
karaya ve buradan bitkiler ve besin zinciri yoluyla da hayvanlara ve insanlara ulasirlar ve
ayni zamanda hayvan ve insanlar tarafindan havadan aeresol olarak veya toz halinde
solunurlar. Agir metaller endiistriyel atik sularin igme sularina karismasi yoluyla veya agir
metallerle kirlenmis partikiillerin tozlagsmasi yoluyla da hayvan ve insanlar iizerinde etkin

olurlar (Kahvecioglu ve ark., 2004).

Cizelge 2.1. Temel Endiistrilerden Atilan Metal Tiirleri (Kahvecioglu ve ark., 2004)

Endiistri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + + - -

Petrokimya + + - + + - + +
Klor-alkali Uretimi + + - + + - + +
Giibre Sanayi + + + + + + - +
Demir- Celik Sanayi + + + + + + + +
Enerji Uretimi(Termik) + + + o+ + o+ + +

Yukarida tabloda belirtilen endiistri kuruluslarindan, ¢alismamizda da konu olan
termik santraller komiir, fuel-oil, motorin, dogal gaz ve jeotermal enerji kaynaklarinin
kullanilmasiyla elektrik enerjisinin iiretildigi tesislerdir. Termik santraller; c¢abuk
yapilabilirligi, ucuza mal edilmesi, diisiikk kaliteli komiirlerin degerlendirilmesi gibi

getirdigi avantajlar nedeniyle elektrik {iretiminde tercih nedenidir. Koémiir yakitli termik
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santrallerin Tiirkiye’de agirlikli bir elektrik enerjisi liretim bigimi olarak sec¢ilmesinin
baslica nedeni, komiiriin fuel-oil veya dogalgaz gibi {ilkemizde pahali ya da kit olan
yakitlara gore daha ucuz olarak kabul edilmesidir. Ulkemizin hidroelektrik giig ile birlikte
en 6nemli 6z enerji kaynag: linyitlerdir. Ulkemiz linyitleri yiiksek nem, kiikiirt ve kiil
icerikli olup, diisiik 1s1 degerlidirler ve biliyiik miktarda ¢evre kirliligine neden olurlar
(Karaca ve ark., 2009).

Termik santrallerde elektrik iiretmek amaciyla, 6giitiilmiis komiir kullanilmakta ve
yakma sistemine bagli olarak degisik atik malzemeler elde edilmektedir. Modern termik
santrallerde en onemli atik malzeme, yanmadan dolay1 baca tarafindan g¢ekilen gazlarla
birlikte yukariya stiriiklenen ¢ok ince kiil parcaciklaridir. Santrallerde yakilan kémiirden
arta kalan milyonlarca kiil, ciiruf ve partikiiller birka¢ yiiz metre yiikseklikte ve binlerce
hektar genislikte bagka bir arazi iizerine depo edilerek, ormanlar1 maki alanlarini, tarim
kiiltiirlerini ve yerleim alanlarin1 yogun kiil emisyonu altinda birakmaktadir (Pacyna,
1987). Baca gaziyla yayilan kiiliin yiizeyi As, Cd, Cu gibi metallerle yogunlasir ve hava
akimlariyla uzak mesafelere taginirlar. Arastirmalar, santralden 30 km uzaklikta, biiyiik
partikiillerdeki As, Cd ve Pb konsantrasyonunun atmosferdeki normal seviyesine indigini
gostermektedir (Rosensthein, 1970).

Yapimlar1 sirasinda projelerinde hi¢ goéziikmeyen bir¢ok cevre sorunu termik
santraller ile Tirkiye giindemine girmistir. Yiiksek kullanim payma sahip fosil yakith
termik santraller hava, su ve toprak kirliligi ile ekolojik dengenin bozulmasina olumsuz
etkilerde bulunmaktadir. K&miire dayali termik santrallerin g¢evreyi olumsuz yonde
etkileyen asgari 13 faktor tespit edilmis olup bunlar; baca gazlari, kiil stok sahasindaki
kiiller, kiil barajlar, kiil silolari, kiil nakil bant hatti, hidrolik kiil atma sistemi, santral
sahasi, dekapaj sahasi, agik komiir isletme sahalari, komiir nakil yollari, kirli atik sular ve
termal etkidir (Karaca, 1997).

Baca gazlari, komiirle ¢alisan termik santrallerin, ¢evreyi en genis ve siddetli
etkileyen olumsuz faktoriidiir. Komiir yakith termik santral bacalarindan atmosfere atilan
baslica kirleticiler; karbonmonoksit (CO), karbondioksit (CO2), kiikiirt oksitler (SOx), azot
oksitler (NOx), hidrokarbon bilesikleri, agir metaller ve partikiillerdir. Bunlarin yan1 sira
fosil yakit i¢inde bulunan radon ve uranyum gibi radyoaktif maddeler de az miktarda da
olsa bulunur. Tiim fosil yakitlarin yanmasi ile CO2 olusur, fakat enerji igerigi bazinda,
komiiriin yanmasi fuel-oil’e gore % 25, dogal gaza oranla ise % 50 daha fazla CO2
¢ikmasina neden olmaktadir. CO2 kontrolii ve Onlenmesine yonelik teknolojiler ise

pahalidir (Karaca ve ark., 2009).



BOLUM 2 - ONCEKI CALISMALAR Gorkem DULGER

Baca gazindaki SOx bilesikleri, komiir kiikiirtiiniin yanma sirasinda oksitlenmesi
neticesinde agiga ¢ikar. Komiiriin yanmasi esnasinda kiikiirt oksitlenerek SO2 aciga cikar.
Fosil yakitlarin yakilmasindan ortaya ¢ikan SO2’nin miktar1, komiir ve petroldeki kiikiirt
oranina baglidir. Tahripkar olan SO2 ’den ziyade bunun oksitlenmesinden ortaya ¢ikan
SO3’tiir. Kiikiirtlii bilesikler insan sagligina oldugu kadar bitki ve hayvan topluluklarina da
zarar vermektedir. Kiikiirt oksitleri nemli ortamlarda yapraklarda asit halinde toplanip,
bitkinin koklerine inerek azotu indirgeyerek bakterilerin 6lmesine yol acar ve topragin
asitligini arttirir (Giirkan, 1992).

Fosil yakitlarin agir metal icerikleri de, diger kirleticilerde oldugu gibi yakitin
cinsine ve kaynagina gore degismektedir. Yakittaki elementin konsantrasyonu, kazan tipi
baca gazi emisyonu kontrol aygitinin yapisi, termik santralden atmosfere verilen agir metal
emisyon miktarlarini belirler (Karaca ve ark., 2009).

Adriano ve ark. (1980), termik santrallerde kdmiiriin yanmasi ile bacalardan salinan
ucucu kiillerin asit veya alkalin karakterde oldugunu ve énemli miktarda Cd, Co, Cu, Fe,
Al Mn, Mo, Ni ve Zn icerdigini belirlemistir. Arastirmacilar, ayrica s6z konusu metalleri
iceren ucucu kiillerin, topragin kimyasal Ozellikleri ile mikrobiyal aktivite iizerine de
olumsuz etkiler yapip yapmadigini incelemigler ve ugucu kiil ilavesiyle toprakta
nitrifikasyonun azaldigini bulmuslardir.

Bunzl ve ark. (1983), Leinigerwerk termik santralinde yaptiklar1 arastirmada 0.4,
0.8, 1.4, 2.7 ve 5.2 km mesafelerden toprak drnekleri ve 2 yil siiresince de 4 ayr1 zamanda
elektrostatik toplayicilardan ugucu kiil 6rnekleri alip analiz etmiglerdir. Analiz sonuglarina
gore kiil orneklerinin Pb igerigi 3680 mgkg-1, Co igerigi 122 mgkg-1 ve Ni igerigi 325
mgkg-1 olarak saptanmistir. Arastirmacilar sonu¢ olarak bu ii¢ elementin santral
etrafindaki dagiliminin uzaklikla iliskisi olmadigin1 hatta santral topraklarmin Pb, Co ve Ni
iceriklerinin kirlenmis topraklarin Pb, Co ve Ni igerikleri ile ayni seviyede oldugunu
belirtmislerdir.

Mejsrik ve Suacha (1988), Cekoslovakya’da bulunan 3 ayr1 termik santralden 1, 5,
10, ve 15 km uzakliklardan 7 yil boyunca toprak ve bitki drnekleri almislar ve 6rneklerde
Co, Cd, Ni ve Zn dagilimlarini arastirmiglardir. Aragtirmacilar, incelenen 3 termik santral
etrafindaki topraklarda ve bitkilerde belirli miktarlarda agir metal birikiminin saptandigini
ancak 7 yillik izleme periyoduyla bu metal yigilmasinin kaynaginin saptanamayacagini,
bunun emisyonlardan olup olmadigin1 belirlemek i¢in daha uzun siireler incelenme

yapilmasi gerektigini bildirmislerdir.
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Nuhoglu (1993), Mugla-Kemerkdy Termik santralinde yapmis oldugu calisma
sonucunda, topraktaki asitligin termik santrallerin olusturdugu hava kirliligi ile fazla ilgisi
olmadig1 gibi bir durum ortaya koymustur. Arastirmaci ayrica yore topraklariin kalsiyum
karbonatga zengin olmasmin termik santrallerin olusturdugu asit yagmurlar
tamponlayabilecegini de belirtmistir.

Martinez-Tarazona ve Spears (1996), Yorkshire Termik Santralinden aldiklari
komiir, ugucu ve taban kiilii 6nekleri tizerinde 15 iz element (As, Ba, Cr, Cu, Mn, Mo, nb,
Ni, Pb, Rp, Sr, V, Y, Zn, Zr) ve 10 makro element (Al, Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S, Si, Ti) i¢in
AAS ve XRF’de analizler yapmiglardir. Arastirmacilar her element i¢in zenginlesme
faktoriinii hesaplamislar ve As, Cu, Mo, Pb ve Zn’nun ucucu kiillerde zenginlestigini tespit
etmislerdir. Aragtirmacilar ayrica ucucu kiillerin tane boyutunun diismesi ile As, Cu, Mo,
Pb ve Zn’nin konsantrasyonun arttigin1 bulmuslardir.

Canci (1998), Seyitomer termik santrali ugucu kiil ve taban kiili ornekleri ile
santral civarindaki toprak orneklerinde AAS kullanarak Pb, Zn, Cd, Cu, Co analizlerini
gerceklestirmis ve ugucu kiillerin ¢evreyi kirletme egilimini degerlendirmistir. Arastirici
toprak orneklerinin konsantrasyonlarini farkli iilkelerin tarim amacl olarak belirlenen {iist
limitleri ile karsilastirmis, Cd, Cu ve Zn konsantrasyonlarinin verilen degerlerin altinda
kaldigini, Co ve Pb konsantrasyonlarinin ise iist limit degerlerini astigin1 tespit etmistir.

Onacak (1999), Tiirkiye’deki 10 adet Termik Santralin 13 iinitesinde komiirlerin
yanmast sonucu olusan kati atiklarin g¢evreye etkilerini incelemis ve 39 adet Ornegin
(beslenen komiir, ugucu kiil ve taban kiilii) major ve iz element analizlerini XRF, ICP-AES
ve ICP-MS kullanarak yapmistir. Bu calismanin sonucunda termik santrallerin komiir
orneklerinde Cr, Cs, Mn, Mo, Ni, Rp, Th, U ve V iceriklerinin Swaine (1990) tarafindan
verilen diinya komiirlerinin ¢oguna ait maksimum sinir degerleri astifini tespit etmistir.
Termik santrallerin komiir, ugucu kiil ve taban kiilii element analiz sonuglarina gore
hesaplanan kiitle-denge degerleri ve ucucu kiil / taban kiilii konsantrasyon oranlarina gore
cogu santralde Zn, Sn, Pb, As, Mo ve Ge elementlerinin ugucu karakter gosterdikleri ve
ucucu kiil taneleri tizerinde 6nemli zenginlesme gosterdiklerini saptamistir.

Haktanir ve ark. (2006), Yatagan termik santrali ¢cevresinden degisik mesafelerde
tarim ve orman alanlarindan (orman, 2 zeytinlik ve 17 tarim alani) hem toprak hem de bitki
ornekleri alip agir metal analizleri yapmislardir. Arastirmacilar genelde santralin giiney,
giiney batis1 ve kuzeybatisindaki topraklarda agir metal iceriginin yiiksek bulundugunu ve
bu degerlerin santrale uzakliga degil hakim riizgar yonlerine bagli oldugunu

belirlemislerdir.
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Karaca ve ark. (2007), Seyitomer termik santrali ¢evresi topraklarinda yapmis
olduklar1 ¢alismada, arastirma topraklarinin sadece % 0.25’inde Ni ve %13.68’inde Cr’un
TKKY smir degerlerinin altinda oldugunu, topraklarin ¢cogunlugunun Ni ve Cr’ca yliksek
degerler icerdigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, santralin yakininda ve uzaginda 6zellikle
bat1 yonilinden alinan topraklarin genel olarak diisiik Ni icermeleri, ara noktalardan alinan
topraklarda ise santralden uzaklastikca Ni degerlerinin artmasinin, nikelin net bir sekilde
santral baca gazinin yayildigi hakim riizgar yoniine bagli hareket etmedigi seklinde
aciklamiglardir. Bu durumda toprakta mevcut yiiksek krom ve nikelin kaynaginin jeolojik
arastirma yapilmadan santral emisyonlarindan mi1 yoksa topragi olusturan ana materyalden
mi oldugu noktasinda kesin bir ayrima gitmenin miimkiin olmadigini vurgulamislardir.

Agir metallerin dogaya yaymimlart dikkate alindiginda ¢ok c¢esitli sektorlerden
farkli islem kademelerinden biyosfere agir metal atilimi gergeklestigi bilinmektedir. Sekil
2.1’ de farkli sektorlerden biyosfere agir metal yaymnimi sematik olarak verilmistir

(Kahvecioglu ve ark., 2004).
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Sekil 2.1. Sematik olarak agir metallerin dogaya yaymimlari.
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2.2. Metal Uzaklastirma Yontemleri

a. Ters Osmoz: Agir metal iceren atik sularin; basing uygulanarak yari gegirgen
zardan gegirilerek filtrelenmesi islemidir. Bu metodun dezavantaji pahali olmasidir.

b. Elektrodiyaliz: Elektrodiyalizde elektrik yiiklii memranlar kullanilir. Katyon ve
anyonlar secici membran tarafindan reddedilirler. Bu reddedilen anyonlar elektrodiyaliz
hiicresinden desarj edilirler. Membran1 tikayan metal hidroksitler, bu metodun
kullanilmasinda problem tegkil etmektedir.

c. Ultrafiltrasyon: Atik su belirli gézenek boyutundaki gecirgen zarin bir tarafinda
basing altinda bulunur. Gozenek boyutundan kiigiik tim maddeler membrandan gecer,
bliyiik maddeler kirli su tarafinda kalir. Bu metodun dezavantaji ise ¢ok fazla miktarda
¢amur olusumudur.

d. Iyon Degisimi: Iyon degistirici regineler iizerindeki elektrostatik kuvvetlerle
tutulan iyonlarin ¢6zeltide bulunan metal iyonlariyla yer degistirmesine dayanir. Yiiksek
maliyet ve sadece belli iyonlarin giderilmesi sistemin dezavantajlarindandir.

e. Kimyasal Coktiirme: Atik sulardaki metallerin kimyasal maddelerin yardimiyla
yumaklastirilarak ¢oktiiriilmesidir. En 6nemli dezavantaji toksik bilesenler iceren fazla
miktarda ¢amur olugumudur.

f. Fitoremediasyon: Toprak, sediment ve metal iceren suyun belirli bitkiler
kullanilarak temzilenmesi islemidir. Prosesin uzun siirmesi ve bitkinin yeniden
kullaniminin zor olmasi sistemin dezavantajlarindandir.

g. Biyoremediasyon: Tehlikeli maddeleri, zararsiz (su ve karbondioksit) veya daha
az zararli maddelere pargalamak icin mikroorganizmalarin kullanildigi uzun siire¢li aritim
prosesleri biyoremediasyon olarak bilinmektedir. Mikroorganizmalarin kirleticileri
cevreden alma kapasitesine sahip olmalar1 ve bunlar1 biiyiime ve metabolik faaliyetleri i¢in
kullanmalar1 esasina dayanmaktadir. Biyoremediasyon tasariminin asil amaci, mikrobiyal
bliylime ve aktivite i¢in en uygun sartlarin saglanmasidir. Biyoremediasyon adl1 yontem iki
bicimde uygulanir:

1) Atiklarin dokiildiigii bolgeye besin aktarimi yapilarak, topragin bakteri

kompozisyonuna gore, hali hazirda toprakta bulunan bakteriler etkin duruma

gecirilir.

2) Topraga yeni bakteriler aktarilir. Cevresel kosullar kontrol edilir veya

mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ve bilylimelerini optimize etmek i¢in

kosullar degistirilir. Biyoremediasyon i¢in ¢evrenin optimizasyonunda; sicaklik,
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inorganik niitrientler (6ncelikle azot ve fosfor), elektron alicilar (oksijen, nitrat ve
stilfat) ve pH gibi ¢evresel faktorler modifiye edilmektedir
(www.scribd.com/doc/46508111/Mikrobiyal-Biyosorpsiyon).

2.3. BIYOSORPSIYON

Isisal ya da kimyasal yontemlerle Oldiiriilmiis mikroorganizmalarla yapilan,
adsorbsiyon iglemi ‘biyosorpsiyon’ olarak tanimlanmaktadir. Diger bir deyisle
Biyosorpsiyon; biyolojik materyallerin, sulu ¢ozeltilerdeki atitk maddelerin hiicre yiizeyi
veya iginde akiimiile edilmesidir. Bu biyolojik materyaller; mantarlar, bakteriler, algler vb.
canlilardir. Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki, kullanilan mikroorganizmanin hiicre tipi
ve icerdigi temel bilesenler metal adsorbsiyon mekanizmasini belirlemektedir.
Mikroorganizmalar agir metallerle, hiicre membranindan karsilikli taginim, hiicre
duvarlarinda biyosorpsiyon ve hiicre dis1 kapsiillerle tutulma, ¢okelme, kompleks olusumu
ve oksidasyon-reduksiyon mekanizmalarinin da igerisinde bulundugu bir dizi
mekanizmayla reaksiyon verirler (Elmaci ve ark., 2005). Biyosorpsiyon yontemi, agir

metal giderimi i¢in en uygun alternatiftir.

2.3.1. Biyosorpsiyon Mekanizmasi ve Verimi

Biyosorpsiyon ile giderim prosesi c¢oziinenin biyosorbenti ¢evreleyen film
tabakasindan biyosorbentin dis yiizeyine kiitle aktarimi ile baslar, ¢oziinenin yiizeyden
biyosorbent ylizeyindeki aktif bolgelere aktarimi ve sorpsiyonu ile tamamlanir.

Biyosorpsiyon verimi, dengede biyosorbentin biyosorpladigi metal iyon
derisiminin, baslangi¢c metal iyon derisimine orani olarak asagidaki esitlikte tanimlanmistir

(Giirbiiz, 2006).

Cad,d
% Ad=——x100
Co

Co : Baglangi¢c metal iyonu derigimi (mg/L)
Cad,d: Dengede, biyosorplanan metal iyonu derisimidir.(mg/L)
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2.3.2. Biyosorpsiyon Termodinamigi

Agir metal iceren ¢ozelti biyosorbent ile temas ettirildiginde metalin hemen
biyosorplanmaya bagladigini, daha sonra biyosorplanma hiz1 yavaslayarak belli bir siire
sonunda sabit kaldigin1 gozlemlenmektedir. Bu sistemde biyosorplanma hizi ile
desorpsiyon hizi birbirine esittir. Yani denge durumu séz konusudur. Biyosorbentteki agir
metal derisimi ile ¢ozeltide bulunan agir metal derisimi dengededir, bu da biyosorpsiyon
prosesinin dengede tersinir bir sistem oldugunu goéstermektedir. Boylece termodinamik
calismalar bu sistem i¢in uygulanabilmektedir.

Biyosorpsiyon sirasindaki entalpi degisimi, entropi degisimi, serbest enerji degisimi
ve denge sabiti belirlenerek biyosorpsiyon olay1 termodinamik olarak incelenir (Giirbiiz,

2006).

2.3.3. Metal Biyosorpsiyonunda Biyolojik Siireclerin Onemi

Metallerle biyosorbsiyon siirecinin temelde iki hedefi vardir. Birincisi; altin, glimiis
ve platin gibi ticari degere sahip paslanmaz metallerin geri kazanimini; ikincisi ise canlt
sistemleri ve c¢evresi i¢in ¢ok kiiclik derisimierde bile son derece toksik olan civa, bakir,
demir, kursun, krom, kadmiyum, nikel ve ¢inko gibi agir metallerin kirli sulardan ve
endistri atiklarindan uzaklagtirnmidir (Costa ve Leit, 1991). Aritim sistemlerinde, 6zellikle
biyolojik aritim siireglerinde mikroorganizmalarin kullanilmasi aritimin daha etkili ve
randimanli yapilmasini da saglayacaktir.

Metal biyosorbsiyonunda etkin olarak kullanilacak biyolojik molekiiller oldukca
genis bir spektruma sahiptir. Ornek olarak bakterilerden Arthrobacter, Citrobacter,
Enterobacter ve Pseudomonas; mayalardan Saccharomyces, Kluyveromyces ve Candida;
mantarlardan Neurospora, Penicillium, Aspergillus, Rhizopus ve Pleurotus; alglerden
Chlorella, Microcystis, Scenedesmus, Anabeana, Ascophyllum tiirleri baslicalaridir (Tobin
ve Neufeld, 1984; Fawero ve Costa, 1991). Yine bazi sucul bitkilerden FEichbornia
crassipes, Ipomoe aquatica, Iris pseudocorus, Azolla pinnata, Lemna minor L. ve Salvina
molesta metal biyosorbsiyonu yeteneklerine sahiptir. Ayrica Lycopercicon escu/entum
(domates) ve Nicotiana tobaccum (tiitiin) gibi bitkiler de metal birikimi yapabilmektedir
(Jain ve Jha, 1990; Saglam ve Cihangir, 1995).

Agir metallerin uzaklagtirimi ve metal biriktirme yetenekleri yoniinden, bu sozii
edilen organizma gruplar1 arasinda maya ve 6zellikle mantarlarla yapilan biyosorbsiyon
calismalar1 daha verimli bulunmustur. Ayrica fungal kitlelerin fermantasyon

endistrilerinden biiyilk miktarlarda hazir elde edilmesi, genetik ve morfolojik
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manipulasyon caligmalarinda kolayliklar igermesi, ozellikle toksik metallerin yiiksek
derisimierine kars1 farkli direnglilik yetenekleri ve mikoriza tiretmeleri tercih nedenleridir.
Bunun yaninda yine saprofit 6zellikteki mantarlarin metal biyosorbsiyon yeteneklerinin
yiiksek oldugu da gozlenmistir. Bu konu iizerindeki son ¢alismalar tarimsal ve endiistriyel
atiklann biyogevriminde olduk¢a genis kullanim alanima sahip odun pargalayici
Basidiomycetes smifi mantar tiirlerinin bu amac¢ icin olduk¢a etkili oldugunu
gostermektedir. Biyolojik molekiillerle yapilan ileri metal biyosorbsiyon caligmalarinda
immobilize edilmis hiicre tekniklerinin (alg, maya, bakteri, mantar immobilizasyonu) metal
baglama ve metal uzaklastinminda serbest molekiillere kiyasla daha etkin olduklar
gozlenmistir. Algler, mantarlar ucuz polimerik desteklere immobilize edilerek metal

biyosorbsiyonunda kullanilabilmektedir (Saglam ve Cihangir, 1995).

2.3.4. Metal Biyosorpsiyonunun Molekiiler Temeli

Tign ve ark.(1991)’ na gore agir metallerin biyolojik molekiillerle alimi bazi
asamalar icermektedir. Yapilan bilimsel arastirmalar agir metallerin metal baglama
verimliliginin ilk asama da ¢ok hizli bir sekilde cereyan etmekte oldugunu ve bu olayda
metal iyonlarinin hiicre duvarlarina temas eder etmez hemen yiizey adsobsiyonu ile
mikroorganizmalarin hiicre yiizeyine baglandigin1 gostermektedir. Yiizey adsorbsiyonun
fiziko—kimyasal bir olay oldugu, bir¢cok biyolojik molekiillerin, 6érnegin hiicre duvari
bilesenleri olan polisakkaritlerin, proteinlerin ve lipidlerin sahip oldugu fonksiyonel
gruplar ile gergeklestigi belirtilmistir. Bu fonksiyonel gruplar amino, karbaksilik, siilfidril,
fosfat ve thiol gruplar1 olup metalleri baglamada farkli affinite ve 6zgiilliige sahiptirler.
Her iki ozellik yardimiyla hiicre yiizeyine baglhi olan metal tiirlerinin tayini
yapilabilmektedir. Yine metallerin hiicre ylizeyine aliminin, hiicre ylizeyindeki negatif
yiiklii metal baglayict molekiillere baglanarak gerceklestigini belirten arastirmalann varligt
yukardaki yiizey alim mekanizmasinin dogrulugunu kanitlamaktadir. Diger yandan hiicre
duvan igerigi olan proteinler, metalleri baglamak icin aktif bolgeler olusturmakta ve metale
kars1 affinitelerini artirmaktadirlar. Yiizey aliminda bazi mikroorganizmalar, yiizeylerinde
yiiksek molekiiler agirlikli polifosfatlara benzeyen gruplar1 ile metallerle kompleks
olusturarak metali baglayabilmektedirler. Yiizey alinimini takiben ikinci metal baglama
asamast ger¢eklesmektedir. Bu asama yavas cereyan etmekte ve metaller hiicre
membraninin  transport  Ozelligine bagli olarak sitoplazmaya ge¢cmektedirler.
Sitoplazmadaki metaller ise ¢oziinmez formda (mikradepositler) seklinde tutulmaktadir.

Bu baglanma siirecinde de polisakkaritlerin 6nemli rolii vardir. Neticede metaller inter ve
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intrafibriller, parakristalin bdlgeler, proteinler, RNA ve polifosfatlar, vakuoller gibi
forinlarda ve hiicre yapilarinda alinima ugramaktadir. Genelde hiicre duvarlarina metal
baglanmas1 hizli ve yiiksek verimlilik gosterirken hiicrenin sitoplazmasinda ki bolgelerde
(sitosoluble) ¢cok yavas ve diisiik verimliliktedir. (Saglam ve Cihangir, 1995).

Metallerin alinim siirecinde birgok mikroorganizmanin metal baglayici proteinler
sentezledikleri rapor edilmektedir. Bu sentezin, agir metalleri detoksifikasyon
mekanizimas1 geregi yapildigi saptanmistir. Yapilan calismalar metal derisimlerinin
artisina paralel olarak metal- baglayici proteinlerin arttigini gdstermektedir. Metallerin her
iki tip aliminda bu 6zgiil diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin énemi biiyiiktiir. Ozellikle
sisteince zengin, metal baglayici1 ozellige sahip bu diisiik molekiiler agirlikli proteinlere
metallothioneinler (Mfs) adi verilmekte ve agir metallerin detoksifikasyonunda yer
almaktadir. Boyle proteinlerin ¢esitli eukaryotik ve prokaryotik canlilardan izolesi
miimkiindiir (Gadd, 1990; Karin, 1985; Saglam ve Cihangir, 1995). Metallerin sorbsiyon
verimliliginde, ortamda bulunan metal ¢esidine ve sayisina, bu metallerin kendine has
ozelliklerine bagli olarak sinerjik ve antagonistik etki goriilmektedir. Diger bir degisle bir
metal diger bir metalin birikim miktarin1 sinerjik ve antagonistik sekilde
etkileyebilmektedir. (Ornegin baz1 alg tiirlerinde Cd ve Zn'un antagonistik etkisi veya
metallerin membran transportunda Ni+2 ve Cu +2 in Sinerjik etkisi gibi). Bakterilerle
yapilan metal biyosorbsiyonu g¢alismalarida yine ayni mekanizmalarla gerceklesmekte;
ozellikle bu sistemlerde biyolojik oksidasyonu gergeklestiren aktif camur sisteminde de
goriilmektedir (Blais ve Auclair, 1993; Artola ve Rigola, 1992). Mayalar ve mantarlar agir
metalleri biriktirme yetenekleri yoniinden oldukga etkili goriilmektedir. Bu nedenle, ilgili
biyoteknolojik uygulamalarda daha ¢ok tercih edilmektedirler (Favero ve ark., 1991; Zhou
ve Kiff, 1991). Metal baglama verimliligi bu mikroorganizmalarda genellikle bifaziktir;
metallerin baslangic asamasinda hizli bir sekilde hiicre duvarlarnin negatif yiiklii
bolgelerine baglanmalar1 diisiik bir enerji ile basarilmakta ve sonra metabolik aktiviteye
bagh olarak yavas bir sekilde sitoplazmik bilesenlere baglanmasini izlemektedir. Bazi
metallerin 6rnegin bakirmn hiicre biiylimesini belli bir derisimden sonra inhibe ettigi, buna
karsin metal baglayici proteinlerin (MTs) sentezini artirdigi deneysel olarak saptanmuistir.
Bu ise, metal baglayici proteinlerin yapisina bu gibi metallerin yapisal bilesen olarak
girdigini gostermektedir (Huang ve ark., 1990; Yazgan ve ark., 1993; Saglam ve Cihangir,
1995).
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2.4. ADSORPSIYON

Gilintimiizde kullanilan atik aritma ydntemlerinin veya sistemlerinin ¢ogu atik
artiminda  etkindirler ama islem sonucu meydana gelen ikincil atiklarin
uzaklagtirilmasindan kaynaklanan sorunlar ise olduk¢a ciddi boyuttadir. Bu nedenle bilim
adamlar1 gevre ile dost olan yeni aritma sistemleri gelistirmek icin ¢alismaktadir. Ozellikle
dogada ve cevrede bol miktarda bulunan organik, inorganik maddelerin veya insani
aktiviteler (sanayi, tarim, evsel gibi) sonucu ortaya c¢ikan atiklarin ya da iirlin
fazlaliklarinin atik aritiminda kullanimi ile hem ekonomiye hem de cevreye katkida
bulunulabilmektedir. Adsorpsiyon, atik aritiminda maliyet diisiikligii ve cevre dostu
olmas1 nedent ile tercih edilen ileri bir aritim yontemidir.

Adsorpsiyon; bir fazda bulunan iyon ya da molekiillerin, bir diger fazin yiizeyinde
yogunlagmasi ve konsantre olmasi islemi olarak tanimlanabilir. Havada veya suda bulunan
kirleticilerin aktif karbon {izerine adsorpsiyonu, kirlenmis olan havanin veya suyun
tyilestirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Birikim gdsteren maddeye adsorbat,

adsorplayan katiya adsorban denilmektedir. Ug tip adsorpsiyon ¢esidi vardir:

. Fiziksel
* Kimyasal

« Degisim (Iyon degisimi gibi)

Fiziksel adsorpsiyonun molekiiller arasi diisiik ¢ekim giiciinden veya Van Der
Walls’ kuvvetlerinden dolay1r meydana gelmektedir. Adsorbe olan molekiil kat1 ylizeyinde
belirli bir yere baglanmamustir, yiizey iizerinde hareketli bir durumdadir. Bununla birlikte,
adsorbat adsorbanin yiizeyinde birikir ve gevsek bir tabaka olusturur. Fiziksel adsorpsiyon
genellikle geri dontistimliidiir (tersinir).

Kimyasal adsorpsiyon ise daha kuvvetli giiclerin etkisi sonucu olusur (kimyasal
bilesiklerin olusumu). Genellikle adsorbat yiizey iizerinde bir molekiil kalinliginda bir
tabaka olusturur, molekiiller yiizey iizerinde hareket etmezler. Adsorban yiizeyinin tamami
bu mono molekiiler tabaka ile kaplandiginda, adsorbanin adsorplama kapasitesi bitmis
olur. Bu tiir adsorpsiyon ¢ok nadir olarak geri doniisiimliidiir (tersinmez). Adsorbe olan
maddenin uzaklastirilmasi igin (rejenerasyon) adsorbanin yiiksek sicakliklara kadar
1sitilmasi gibi islemler uygulanir.

Degisim (exchange) adsorpsiyonu, adsorbat ile yiizey arasindaki elektriksel ¢ekim

ile olmaktadir. Iyon degisimi bu siifa dahil edilir. Burada, zit elektrik yiiklerine sahip olan
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adsorbat ile adsorban yiizeyinin birbirlerini ¢ekmesi dnem kazanmaktadir. Elektrik yiikii
fazla olan iyonlar ve kiiclik ¢apl iyonlar daha iyi adsorbe olurlar. Tiim bu adsorpsiyon
cesitlerine ragmen, bir adsorpsiyon iglemini tek bir adsorpsiyon cesidi ile agiklamak
zordur.

Adsorpsiyonun hizi ve miktar1 adsorbanin yiizeyinin bir fonksiyonudur. Bunun
icin, aktif karbon (1000 m?%g) gibi kiitlesine oranla yiizey alami biiyiik olan maddeler
kullanilir. Gazlarin adsorpsiyonu sirasinda basing yiikseltilecek olunursa, adsorban daha
fazla miktarda madde adsorplayacaktir. Cozeltilerin adsorpsiyonu i¢in de ayni kural
gecerlidir. Cozeltinin adsorpsiyonu, adsorbe olacak maddenin dogasina ve ¢ozelti
igerisindeki konsantrasyonuna baglidir. Sicaklik da 6nemli bir faktordiir (Sawyer ve

McCarty, 1978).

2.4.1. Adsorpsiyonu Etkileyen Faktorler

Adsorbsiyonu etkileyen en 6nemli faktorler ortam pH’1, ortam sicakligi, adsorbent
ve adsorblananin baslangi¢ derisimi, karistirma hizi, adsorblanan madde ve adsorbentin
ozellikleridir.

a) Ortam pH’1: Hidronyum ve hidroksil iyonlar1 kuvvetle adsorplandiklarindan dolay1
diger iyonlarin adsorbsiyonu ¢o6zelti pH’indan etkilenir. Ayrica asidik ya da bazik
bilesiklerin iyonizasyon dereceleri de adsorbsiyonu etkiler.

b) Sicakhik: Adsorbsiyon iglemi genellikle 1s1 veren bir tepkime (ekzotermik) bigiminde
gerceklesir. Bu nedenle azalan sicaklik ile adsorbsiyon biiytlikliigl artar. A¢iga ¢ikan
1sinin genellikle fiziksel adsorbsiyonda yogusma ve kristalizasyon 1silar1 mertebesinde,
kimyasal adsorsiyonda ise kimyasal tepkime 1s1s1 mertebesinde oldugu bilinmektedir.

¢) Yiizey alami: Adsorbsiyon bir yiizey islemi oldugundan, adsorbsiyon biiyiikliigii
spesifik ylizey alani ile orantilidir. Adsorblayicinin genis bir ylizey alanina sahip
olmasi tercih sebebidir. Gozenekli ya da parcacikli bir yapinin yiizey alaninin daha
fazla oldugu bilinmektedir.

d) Adsorblanan madde tiirii: Adsorbentin hidrofobik (suyu sevmeyen) oldugu
durumlarda, ¢oziinenin sudaki ¢oziiniirliigii ile adsorblama kapasitesi arasinda ters
orant1 vardir. Metal iyonlarinin hiicre duvar yiizeyine baglanmasinda, duvar yiizeyinde
mevcut bulunan baz1 polisakkaritler, proteinler ve lipidler ile bunlarin iginde mevcut

bulunan karboksil, hidroksil, fosfat, ve amino gruplariin etkin olduklar1 bilinmektedir.
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e) Coziicii tiirii: Cozeltideki coziiniirliik arttikca ¢oziicli-¢oziinen bag1 kuvvetlenir,
adsorbsiyon derecesi diiger. Inorganik bilesikler hidrofilik yapilarindan dolay1 az
adsorplanirken, hidrofob maddeler tercih olarak adsorblanirlar.

f) Polarite: Kutuplasmanin genel prensibinden dolayi, polar bir ¢oziinen polar bir
adsorbent tarafindan, polar olmayan bir ¢oziiciiden daha ¢ok adsorblanacaktir (Aksu,

1988; Sag, 1993; Sevgi, 2007).

2.4.2. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon islemini daha etkin ve az maliyetli bir hale getirmek ic¢in bir ¢ok
arastirmaci ucuz ve yenilenebilir adsorbanlar bulmaya calisilmaktadirlar. Maliyet azalimi
ve etkinlik i¢in dngoriilen yollardan biri adsorpsiyonunun dogasinin anlasilmasidir (Ho ve
McCarty, 1999).

Adsorpsiyon, adsorban yiizeyinde biriken madde konsantrasyonu ve ¢ozeltide kalan
madde konsantrasyonu arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder. Gazlar igin
konsantrasyon genellikle mol yiizdesi veya kismi basing olarak verilir. Cozeltiler i¢inse
konsantrasyon kiitle birimleri olarak verilir (mg/l, ppm v.s.). Matematiksel olarak bu denge
adsorpsiyon izotermleri ile agiklanmaktadir. Zaman igerisinde Jaeger ve Erdos tarafindan
olusturulan genel bir formiilden yola ¢ikarak bir¢ok arastirmaci, farkli izoterm denklemleri
ortaya koymuslardir. Bunlar; Freundlich adsorpsiyon izotermi, Langmuir adsorpsiyon
izotermi, Redlich-Peterson izoterm modeli, Koble-Corrigan izoterm modeli, Temkin
Denklemi izoterm modeli’ dir. Bunlardan en genel kullanim goéren izotermler Freundlich

ve Langmuir denklemleridir (Aksu ve ark., 1999).

2.4.2.1. Langmuir izoterm Modeli

Langmuir izotermi, homojen adsorpsiyon i¢in kullanilmaktadir (Al-Duri, 1996). Bu
izotermde; adsorpsiyonun yiizeydeki tek bir madde tabakasi ile smirli oldugu ve
adsorplanan maddelerin kat1 yiizeyinde hareket etmedigi varsayilmaktadir (ileri ve Cakir,
2006).

Langmuir adsorpsiyon izotermi baslica su kabuller iizerinde kurulmustur.
1) Yiizeyde adsorplanan molekiiller tek tabaka halinde adsorplanirlar. Yani adsorpsiyon

monomolekiilerdir.
2) Adsorpsiyonda yiizeyin her tarafi 6rtiilmez, yer yer ortiilmeler olur.

3) Yiizeyin her tarafinda adsorpsiyon enerjisi aynidir.
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4) Yiizeyde tutunan molekiiller arasinda etkilesme yoktur (Sevgi, 2007).

Egrisel Formu: g= x/m= (a.Ce)/((1/b)+Ce) (1)

Dogrusal Formu: Ce/q= (1/ab)+((1/a) Ce) (2)

Burada, g= x/m, birim biyosorbent iizerine biyosorplanan metal iyonlar1 miktarini (mg
metal/g biyosorbent), Ce dengede sivi ortamdaki metal iyon konsantrasyonunu (mg/L), a
ve b biyosorbent sabitleri olmakla birlikte sirasiyla, maksimum adsorpsiyon kapasitesini,
tutan ve tutulan madde arasindaki ilgiyi ifade etmektedir. b'nin degeri diistiikge tutulan ve
tutan madde arasindaki egilim artmaktadir. Iyi biyosorbentler de, yiiksek bir adsorpsiyon
kapasitesi aranmaktadir (Kratochvil ve ark., 1998). Egrisel formun grafigi Ce'ye kars1 q
arasinda cizilerek, a ve b izoterm sabitleri hesaplanmaktadir. Izoterm sabitlerinin
bulunmasi i¢in egrisel denklem lineerlestirilerek, izoterm grafigi (Ce'ye karsi Ce/q)
cizilerek (sekil 2.2) kullanilabilir. Dogrunun egiminden (1/a dan) a degeri ve dogrusal
seklin y eksenini kestigi noktadan (1/ab degerinden) b degeri hesaplanmaktadir (ileri ve
Cakar, 2006).

Cel/q =0,05002*Ce + 0,8464 >

3[ 1/a=0,05002 (0,03592 ;0,06412)
a=19,992

231 1/ab = 0,8464 (0,5705 ; 1,122)
b = 0,0591

SSE =0,3874
R-square = 0,92625

Celq

1.5

05

Sekil 2.2. Langmuir esitligi dogrusal formu.

2.4.2.2. Freundlich izoterm Modeli

Freundlich izotermi, heterojen ylizeylerdeki esitligi gostermektedir.

Egrisel Formu: g= x/m= Kf Cel/n (3)
Dogrusal Formu: Lng= LnKf +(1/n) LnCe (4)

19



BOLUM 2 - ONCEKI CALISMALAR Gorkem DULGER

Denklemde yer alan; q birim biyosorbent iizerine biyosorplanan metal iyonlari
miktarin1 (mg metal/g biyosorbent), x adsorplanan maddenin kiitlesi (mg), m adsorplayict
maddenin kiitlesi (g), Ce dengede sivi ortamdaki metal iyon konsantrasyonunu (mg/L), Kf
Freundlich biyosorpsiyon sabitini, n Freundlich biyosorbent siddetini gostermektedir. 1/n
heterojenlik faktoriinii ifade etmekle birlikte 0-1 arasinda yer almakta ve sifira yaklastikca
yiizeyin heterojenlik seviyesi artmaktadir. (Al-Duri, 1996).

Egrisel formun grafigi birim biyosorbent {izerine biyosorplanmis madde miktar1 (q)
ve dengede sivi ortamdaki metal iyon konsantrasyonu (Ce) arasinda ¢izilerek (sekil 2),
Freundlich sabiti (Kf) ve biyosorbent siddeti (n) hesaplanmaktadir. Izoterm sabitlerinin
bulunmasl i¢in egrisel formun kullanilmasi1 6ncelikli olup, denklem dogrusallastirilarak,
izoterm grafigi (LnCe'ye karsi Lnq) cizilerek (sekil 2.3) kullamlabilmektedir. Izotermin
dogrusal seklinin egiminden 1/n ve y eksenini kestigi noktadan LnKf hesaplanmaktadir

(Ileri ve Cakir, 2006).

Lnq=0,7652'Ce + 0,06048

LnKf = 0,06048 (-0,2444 - 0.3653)
2- Kf=1,0623

15 4/n=0,76522 (0,6313 - 0.8991)

1Lon= 1,3068
o
c
4 05k
R-square = 0,9702
0r SSE=0,5325
-0.5
A1k
1.5
1 1 1 1 1 1
2 1 0 1 2 3
LnCe

Sekil 2.3. Freundlich esitligi dogrusal formu.

2.4.2.3. Redlich —Peterson izoterm Modeli

Redlich-Peterson modeli, biyosorpsiyon dengesinin diger iki modelle uyum
saglamadig1r durumlar icin gelistirilmis, {i¢ farkli parametre iceren denklem olarak bilinen
ampirik esitlik, genis derisim araliklarinda adsorbsiyon dengesini ifade etmekte
kullanilabilir.

Krp Cden
(Jden= ——
1+ (aRP Cdenﬁ)
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Bu esitlikte; KRP (L/g) ve aRP (L /mg ) Redlich-Peterson izoterm sabitleri, B ise
Redlich-Peterson iisteli 0 ile 1 arasinda deger alan iis 0<B<1) olarak tanimlanir. Redlich-
Peterson esitligi, p = 1 ise, Langmuir izoterm modeline, yiiksek adsorblanan derisimlerinde

ise Freundlich izoterm modeline doniisiir.

2.4.2.4. Koble — Corrigan izoterm Modeli
Biyosorpsiyon dengesini ifade etmek i¢in kullanilan ve {i¢ farkli parametre igeren bir

baska modeldir.

ACden"
(den= ———
1 + B Cden"

Yukaridaki esitlikte;

A : Koble — Corrigan izoterm sabiti (L n mg 1-n/ g)
B : Koble — Corrigan izoterm sabiti (Ln / mgn)

n : Koble — Corrigan iisteli

olarak tanimlanir.

Koble — Corrigan esitliginde, n=1 ise, esitlik Langmuir izoterm modeline doniisiir
ve asagidaki sekilde ifade edilir:

AClden
(den =
1 + B Cden

Adsorbsiyon kapasitesi ¢ok az, yani B Cqen” << 1 ise; esitlik Freundlich modeline

doniisiir ve asagidaki esitlikte gosterilen sekli alir:

(den = ACden 1

Adsorbsiyonun fazla oldugu durumda ise B Cgw > 1 olup, dengede birim
biyosorbent agirligi basina adsorblanan madde miktar1 sabit kalir ve asagidaki esitlikte

oldugu gibi ifade edilir (Kabasakal, 2001):

A
(den =

=l |
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2.4.2.5. Temkin Izoterm Modeli
Aksu (1988), dolayli adsorblanan / adsorblanan etkilesimlerinin adsorbsiyon

izotermlerine etkileri Temkin izotermi ile asagidaki sekilde ifade edilebilir:

gden=RT /b (In ACden)

2.5. Caliymada Kullanilan Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

2.5.1. Pseudomonas Genusunun Ozellikleri

Uzunluklart ¢ok degisik olmakla beraber Pseudomonas aeruginosa 1,5-3 pm
genisliginde, bazen ikili bazen de kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz, ¢ubuk
seklinde aerob bakteridir. Cogu kez bir u¢larinda bir, nadiren iki-ii¢ adet kirpigi vardir ve ¢ok
hareketlidirler. Kolay boyanirlar ve Gram negatiftirler. Uzun siire beklemis kiiltiirlerinde ve
antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya ¢ok uzun deforme sekilleri, hareketsiz
ve pigmentsiz olanlari, R (rough) tipinde iireyenlerin bulundugu bildirilmistir (Ozcan, 1996;

Davis ve ark., 1998).

Pseudomonas aeruginosa uygun besiyerinde optimum 30-37 °C'lerde ve hafif alkali
ortamlarda gelisir. 41 °C'de iireyebilme yetenegi P. aeruginosa ig¢in 6nemli bir 6zellik olup
arka arkaya 3 pasajda 42 °C'de iireyebilmesi P. fluorescens 'den ayirt edici bir 6zelligidir.
Aerob olmakla beraber denitrifikasyon 6zelliginde oldugundan anaerob {iireyen tiirlerine de
rastlanabilir. Sivi besiyerinde ylizeyde zar yapmak iizere yogun ve homojen bir iireme
gosterirler ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti ayirt edilir. Uzun siire beklemis kiiltiir
ortamlar1 zamanla alkali duruma geldiginden bakteriler litik fermentlerle erir ve sivi besiyerini

berraklastirir (Aydin, 2001).

P. aeruginosa kat1 besiyerlerinde 3 tip koloni olustururlar. Tip 1 koloni, 2-3 mm
capinda yuvarlak, mat ylizeyli, ortas1 kabarik, yassi, beyaz renkli karsidan bakilinca
fluoresans 0zelligi olan ve besiyerinin her tarafina yayilmis olan yesil-mavi pigmentleri
goze carpan kolonilerdir. Bu tip koloniler genellikle klinik 6rneklerden izole edilir.
Cogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen tip 2 koloni, daha kiiciik, kabarik, konveks ve
diizensiz koliform kolonilerine benzeyen kolonilerdir. Tip 3 koloniler ise Pseudomonas
aeruginosa 'nin bazi suslarinin hiicre dis1 alginat salgilamasi nedeniyle mukoid goriiniimde
bakterinin olusturdugu R kolonilelerdir. Kiiltiirlerde triptofan 2-aminoasetofenon iiretimine
bagh olarak karakteristik bir meyve kokusu vardir ve petri kutusunun kapagi acildiginda
lizim kokusu veya trimetilamin kokusu seklinde hissedilir. Cogu Pseudomonas suslari

kiiltir ortaminda pigment {retirler. Pigment olusumu kiiltiir kosullarmma baghdir.
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Mutasyonla bu 6zellik kaybolur ya da ayni anda bir¢ok pigment olusumu goriilebilir. Bu
pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar, oda sicakliginda daha iyi olusurlar (Aydin,

2001).

2.5.2. Bacillus Genusunun Ozellikleri

Cubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicrelerdir. Cogu kotii sartlara direnclidir.
Genelde gram pozitiftirler. Peritrik flagellali ve flagellalar1 hareketlidir. Aerobik ve
fakiiltatif anaerobturlar. Cogunda oksijen terminal elektron alicisidir. Endospor
olustururlar. Vejetatif hiicreler 0.5X1.2 pm ile 2.5X10 um capindadir. Bacillus genusunun
koloni morfolojisi gesitlilik gosterir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir.
Bazi tiirlerinde sari, pembe, portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de
rastlanir. B. mycoides 'in kolonileri ise rizoid sekilde agarli besiortami iizerine yayilir
(Buchanan ve Gibbons, 1974; Kayal1 ve Beyatli, 2003).

Bacillus 'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda iirerler.
Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart infusion ve Kanl1 Agar gibi
besiyerlerinde oldukga iyi tirerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol
igeren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi
gelisirler (Taubman, 1992).

Bacillus genusu uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir.
Olusturdugu endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilir. Buna
ilaveten sporlar hiicre igerisinde sentral ya da subterminal olarak yerlesebilir. Bacillus 'larin
hiicre duvari, hiicre yiizeyini tamamiyle Orten yiizey katmani parakristalin olusturur.
Bacillus' lar genellikle karbonhidrat kapsiilii bulundururlar. Tipik habitatlar1 toprak
olmasia ragmen dogada genis olarak, siit ve siit iiriinlerinden hava su ve yiyecek gibi
bircok ortamdan elde edilebilirler (Robinson, 1985).

Baz1 Bacillus tiirleri, dis yiizeyinde polisakkarit veya polipeptid yapida kapsiil
olustururlar. Bacillus anthracis’ de poli D-glutamik asitten olusan kapsiil bulunmakta ve
bu virulans faktor tasimaktadir (Rosovitz ve ark., 1998; Sneath, 1986). Bacillus’ lar
sporlar1 nedeniyle biyosferde bircok farkli gevreden izole edilebilirler ( Oztiirk, 2007).
Cinsin asil habitati, topraklardir. Toprak mikroflorasinda yer alan Bacillus tiirleri besin
maddeleri agisindan zengin topraklarda bulunabildikleri gibi, besince fakir topraklardan da

izole edilebilirler. Ornegin; B. subtilis, B. Licheniformis ve B. cereus karmasik besin
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maddelerine ihtiya¢ duymazken, B. polymyxa ve B. azotofixans gibi gelismek i¢in bitki
rizosferine ihtiya¢ duyan tiirler de bulunur (Sneath, 1986; Massle, 1985).

Endospor olusturan Bacillus tiirleri toprak, bitki rizosferi, gida, su ve bazi canlilarin
bagirsak sistemlerinden de izole edilebilirler. Bunun yani sira, sivrisinek, kelebek, sinek ve
kinkanath larvalarindan da izole edilmislerdir (Burke ve ark., 1983; Chilcott ve Wigley,
1993). Bacillus tiirleri toprakta genis bir yayilima sahip olduklar1 gibi deniz ve tath sularla,
buralarin sedimentlerinde de bulunabilirler. Baz1 Bacillus tiirleri ise uygun olmayan
sartlarda biiyiiyebilme kapasitesindedirler ve iire iceren iic pH degeri olan asitli veya
yiiksek sicakliga sahip ortamlardan izole edilebilirler (Rosovitz, 1998).

Katalaz ve asit iiretirler ama gaz olusturmazlar. Bacillus 'larin bazi tiirleri
yiyecekler i¢cin dnemli olabilir. Baz1 Bacillus 'larin proteolitik enzimleri peynir yapiminda
kullanilabilir. Baz tiirleri de bocek patojenidir (Bonwart, 1989; Kalayli, 2003). Bacillus
’larin  birka¢ tliri polipeptit simifindan antibiyotik iretir. Antibiyotikler kiiltiirlerde
sporulasyon asamasi oldugu zaman olugsmaya basladig1r gézlenmistir (Buchanan, 1974).
Turnbell ve Kramer (1991) yaptiklar1 bir arastirmaya gore Bacillus tiirlerinin teshisi ve
tirler arasindaki farkliliklarin tespiti i¢in spor ve sporangiyum morfolojileri temel
almmustir. Buna gore de Bacillus ’lar 3 grupta toplandirilmistir. Birinci grup Bacillus '
larda kendi iclerinde A ve B olmak iizere ikiye ayrilir. Bu her iki grupta sporangia
sismemistir. Sporlar elips veya silindirik sekilli, sentral veya terminal konumludur. Gram
pozitiftirler. A grubu ve B grubu arasindaki fark ise A alt grubunda hiicre genisligi 1um
den kiiciik, B alt grubunda ise lpm den biiyiiktiir. A alt grubuna Ornek olarak B.
megaterium ve B. cereus; B alt grubuna ornek olarak da B. licheniformis, B. subtilis, B.
pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir (Turnbell, 1991).

Ikinci grupta yer alan Bacillus tiirlerinde sporangia sismistir. Sporlar elips, sentral
veya terminaldir. Bu grupta yer alan Bacillus tiirlerine 6rnek olarak B. polymyxa, B.
macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B laterosporus ve B. brevis
verilebilir (Turnbell, 1991).

Ucgiincii grupta yer alan Bacillus tiirlerinde de sporangia sismistir. Sporlar kiiresel,
subterminal veya terminal konumludur. Ornegin B. sphaericus bu gruba 6rnek olarak
verilebilir (Turnbell, 1991).

Bu genus icindeki bakterilerin ¢ogu patojen degildir. iki adedi insan ve hayvanlarda
hastalik olusturan basillerdir. Bunlar da B. antracis ve B. cereus ' tur. Bacillus anthracis
insan ve hayvanlarda antraks, sarbon, ¢oban ¢ibani denilen hastaligin etkenidir. Hastalik B.

anthracis sporlarinin zedelenmis deri, mukozalar ve seyrek olarak solunum yolu ile
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akcigerlerden organizmaya girmeleri sonucunda olusur. B. anthracis 'ler bulunduklar
yerden lenfa yolu ile kana yayilma ve orada ¢ogalma egilimindedirler. B. anthracis girig
kapisina gore deri sarbonu, akciger sarbonu, bagirsak sarbonu ve septisemiye sebep olur

(Bilgehan, 1995).

2.5.3. Enterobacter Genusunun Ozellikleri

Enterobacteriaceae Prokaryotlar alemi, Gracilicutes bolimii (division) ve
Scotobacteria sinifina aittir. Enterobacteriaceae iiyeleri birbirlerine cok yakin olup,
genomlart yiiksek derecede homoloji gostermektedir. Bu ailede 31 cins ve 100°den fazla
tiir bulunmaktadir. Enterobacteriaceae familyasi tiyesi bakterilerdir. Dogada, toprakta, suda ve
hayvan diskisinda dogal olarak bulunurlar. Ancak bazilar1 ¢ok nadir olarak insandan izole
edilmektedir. Major insan patojenlerini igine alan cinsler Escherichia, Shigella, Proteus,
Salmonella, Klebiella, Yersinia, Serratia, Enterobacter, Citrobacter, Hafnia,
Providencia ve Edwardsiella’dir. Bunlardan da ilk 9’u daha patojen olup, sik rastlananlar
arasinda yer almaktadir (Jahansson, 1999).

Enterobacteriaceae; kisa, yuvarlak uglu gram negatif basillerdir. 2-3um’den
baslayip, silindir seklinde 6-7um’ye kadar giden uzunluga sahiptir. Genislikleri ise 0.5-
2um’yi  bulmaktadir. Bazi tiirler peritris flagellas1 ile hareketliyken, digerleri
hareketsizdirler (K/ebsiella ve Shigella). Spor olusturmazlar (Paterson ve ark., 2004).

Fakiiltatif anaeropturlar. En iyi COz2siz ortamda 35-37 °C’de iirerler. Ancak bazi
tiirler (Serratia ve Yersinia) 1-5 °C gibi diistik 1silarda da tireyebilirler. Koloniler ise 18-24
saat arasinda goriinlir hale gelir (Erdem, 1999). Klebsiella pneumoniae, fagositozdan
koruyan ve aderansinda yardimeci olan mukoid polisakkarit kapsiiliinden dolay1 biiyiik ve
nemli koloniler olustururlar. E. coli’nin en onemli Ozelliklerinden biri 44 °C’de de
iireyebilme kabiliyetidir. Jelozda yuvarlak, hafif kabarik, diizgiin 1-2 mm ¢apinda S tipi
koloni yaparlar. Enterobacter’ler EMB Agar besiyerinde pembe mukoid, 3-4mm ¢apinda
koloniler olustururlar (Bilgehan, 1992).

2.6. Bakteri Genomu ve Gen Transferi

Bir organizmanin genetik materyalinin toplam1 “genom” olarak tanimlanir. Bakteri
genomu, tiim esansiyel genleri tasiyan bir tek kromozom ve genellikle non-esansiyel
genleri tasiyan bir veya daha ¢ok farkli plazmit icerir. Bir¢ok plazmid, plazmidler arasinda

ve plazmidlerle kromozom arasinda yer degistirebilen hareketli DNA dizileri
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(transpozonlar) tasir. Gergekten transpozonlar bir¢ok antibiyotik diren¢ genine sahiptir ve
bazi plazmidlerin kromozoma integre olma yeteneginden sorumludur (Strohl, 2006).
Genler bir bakteri hiicresinden digerine ii¢c ayr1 mekanizma ile nakledilebilir.
Bunlar; konjugasyon, transdiiksiyon ve transformasyondur. Nakledilen DNA pargasi
genellikle bir replikasyon orjini igermediginden, nakledilen DNA replikasyon orjinine

sahip olan alict kromozomla birlesirse, tasidigi genler yeni nesillere gecebilir (Strohl,

2006).

2.6.1. Konjugasyon

Bakteri hiicreleri arasinda temas kurulmasi sonucunda, bir hiicreden digerine
genlerin nakledilmesi siirecine “konjugasyon” denir. Verici( erkek) ve alici( disi) hiicreler
birbirlerine tutunmak i¢in uygun bir genetik yapiya ve hiicreler arasinda, icinden DNA’nin
gecebilecegi bir sitoplazmik koprii olusturma yetenegine sahip olmalidir. Bu siirecin
gerceklesmesi ise Seks pilusu denilern sa¢ benzeri yapilar ile saglanir. Seks piluslarinin,
potansiyel alic1 hiicreye tutunduktan sonra, pilusun alict hiicrenin i¢ine dogru ¢ekildigi ve
bdylece alici ve verici hiicre arasinda siki bir temas saglandig: diisiiniilmektedir.

Bazi biiyiik plazmitler (konjugatif plazmitler) seks piluslarinin sentezinde gorev
alan genlerde dahil olmak {izere, kendilerinden baska hiicrelere transferini destekleyici
aktivite gosteren genleri tasirlar. Escherichia coli’nin F plazmidi prototiptir. Eger F
plazmidi tasiyan hiicreler, F plazmidi olmaya cok sayida hiicre ile karigik olarak
bulunurlarsa, F plazmidi hizla yayilir ve ve topluluktaki tiim hiicreler F plazmidi tasir

(Strohl, 2006).

2.6.2. Transdiiksiyon

Bakteri hiicreleri arasinda tema olmaksizin, bir fajin vektorliigii ile genlerin bir
hiicreden digerine nakledilmesine “transdiiksiyon” denir. Genel ve 0Ozel trasndiiksiiyon
olmak tizere iki farkli transdiiksiyon vardir. Her iki transdiiksiyonda da rol oynayan faj bir
tempere fajdir, yani faj1 alan hiicre canliligin1 stirdiiriir.

Genel transdiiksiyonda; bakteri kromozomunun fajin indiiklenmesine bagli olarak
kopmasi sonucunda, faj DNA’s1 yerine bakteri DNA’ sinin rastgele bir parcasi, fajin
protein kilifi tarafindan tesadiifi olarak cevrelenir. Ender rastlanan bu faj partikiilii bir
hiicreyi infekte ettigi zaman, bakteri DNA parcast da hiicreye nakledilir. Bu parca
rekombinasyonla alic1 bakterinin kromozomuna integre olursa, alici hiicrede kalict bir

transdiikdiyon gergeklesir.
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Ozel transdiiksiyonda ise sadece belirli bakteri genleri transdiiksiyona ugrar. Bu
genler transdiiksiyonu yapan fajin bulundugu protofaj yerlesim yerine yakin olan bakteri
kromozomu genleridir. Faj, bakteri kromozomundaki genleri ender ve anormal bir
koparma yolu ile kazanir. Genellikle 6zel transdiiksiyonda rol oynayan bir faj partikiili,
hem faj DNA’ sim1 ve hem de bakteri DNA’sin1 bir tek molekiil halinde igerir. Bu birlesik
molekiil, infekte edilen baska bir hiicrede; faj DNA’sinin bir profaj haline gelme siirecinde

oldugu gibi alic1 kromozoma integre olur (Strohl, 2006).

2.6.3. Transformasyon

Transformasyon genlerin bir hiicreden digerine c¢iplak DNA araciligr ile
nakledilmesidir. Transformasyonun kesfedilmesi ile birlikte kalitsal materyalin DNA
oldugu kanitlanmistir. Bir hiicrenin transforme olma yeteneginin, DNA’nin hiicre zarindan
gecebilmesine, bununda, hiicrenin gegici fizyolojik durumuna bagli oldugunu gdstermistir.
Serbest ¢ift zincirli DNA alic1 hiicreye girerken, iki zincirden biri niikleazlar tarafindan
pargalanir. Kalan tek zincir kromozomda homolog dizinin bulundugu bdélgeyi arar. Eger
bdyle bir sira bulunursa; hiicreye giren zincir, kompleks bir “kes ve yapistir” siireci ile alict

hiicreye ait iki zincirden birinin yerini alir (Strohl, 2006).

2.6.4. Transpozisyon

Transpozisyon ile transpozon veya transpozabl elementler diye bilinen kisa DNA
sekanslart  aktarilabilir. Ozellikle Gram-olumlu bakterilerde bulunan konjugatif
transpozonlar, plazmid olmaksizin gen aktarimini saglayabilir. Direng genleri 6zellikle
transpozonlarca tasinmakta ve diisiik yogunlukta antibiyotik varlifinda bu tasinma

hizlanmaktadir (Yiice, 2001).

2.7.  Ekstrakromozomal Genetik Elemanlar

2.7.1. Plazmidler

Plazmidler konak kromozomundan bagimsiz olarak replike olabilen genetik
elemanlardir. Hiicre igerisinde genellikle halkasal DNA olarak bulunurlar. Plazmidlerle
kromozom arasindaki temel fark, plazmitlerin sadece zorunlu olmayan genleri tasirlar.
Escherichia coli suslarinda dogal olarak bulunan 300’ den fazla plazmit izole edilmistir.

Hemen hemen biitiin plazmitler ¢ift zincirli DNA tasirlar. Plazmidlerin ¢ogu
halkasal olmasina ragmen dogrusal plazmilerin de oldugu bilinmektedir. Dogal

plazmidlerin biiyiikliikleri yaklasik olarak 1 kilobaz ile 1 megabaz arasinda degisiklik
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gosterir. Tipik bir plazmit, kromozom biiyiikliigiiniin %5’inden daha kiiclik olan ¢ift
zincirli halkasal bir DNA molekiiliidiir. Hiicreden izole edilen plazmit DNA’ larin ¢ogu
stipersarmal yapidadir. Bir DNA’nin hiicre i¢inde kazanabilecegi en kompakt yap1 budur.

Plazmid replikasyonunda gorev alan enzimler normal hiicre enzimleridir. Bundan
dolayi, plazmidin kendisi tarafindan tasinan genler, Oncelikle replikasyona baglama
islemlerinin kontrolii ve replike olmus plazmitlerin kardes hiicreler arasinda paylasimi ile
ilgilidir. Ayrica, farkl plazmidlerin hiicre i¢indeki sayilarida farklidir. Bu say1 kopya sayisi
olarak adlandirilir. Baz1 plazmitler hiicrede sadece 1-3 kopya halinde bulunurken, diger
plazmidler 100 kopyadan fazla bulunabilirler. Kopya sayis1t plazmid iizerinde bulunan
genler ve konak plazmit arasindaki etkilesim tarafindsn kontrol edilir.

Gram negatif bakterilerde plazmid replikasyonu, replikasyon orjininden baslar,
halka etrafinda ¢ift yonlii ilerler ve teta ara {iriiniinii olusturur. Ancak baz1 plazmidler tek
yonli replikasyon mekanizmasina sahiptir. Plazmid DNA’larinin boyutlari kromozoma
kiyasla kii¢iik oldugu i¢in, replikasyonun tamami ¢ok hizli bir sekilde, belki hiicre boliinme
dongiisiiniin yaklasik olarak 10°da 1’1 veya daha kisa zamanda gergeklesir.

Gram pozitif bakterilerde bulunan plazmitlerin ¢ogunun replikasyonu ise, @X174
fajinda oldugu gibi donen ¢ember mekanizmas: ile gergeklesir. Bu mekanizma Oncelikle
tek-zincirli bir ara {iriin verir. Bu nedenle bu plazmidler bazen tek zincirli DNA plazmidleri

olarak adlandirilirlar. Dogrusal plazmidlerin cogu, DNA sentezinin baglamasinda rol alan

. . .. 1 o . e . . .
ve her bir zincirin 5 ucuna baglanan bir proteini iceren mekanizma ile replike olur

(Martinko, 2010).

2.7.1.1. Plazmid Cesitleri ve Biyolojik Onemi

Cetitli E.coli suslarinda bircok plazmid tipine rastlanmistir. Ancak en ¢ok
bilinenleri, F, R ve Col plazmidleridir. Bu plazmidler, baz1 6zellikleri paylagsalar da,
onemli farkliliklara sahiptirler.

1)Fertilite veya Seks Plazmidleri:

Bu plazmidler, konakgilarina, kromozomal genlerini F plazmidinden yoksun
hiicrelere aktarma yetenegi kazandirirlar. F plazmidi, bu gibi durumlarda kendisini de alict
hiicreye transfer edebilir.

2) R Diren¢ Plazmidleri:

R plazmidleri, konakgiy1 bir veya daha fazla antibiyotige kars1 direncli kilar. Bu tip

plazmidler, transfer edilerek baska hiicrelerin de diren¢ kazanmasina yol agabilirler.
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3) Col Kolisinojenik Plazmidler:

Col plazmidleri, “kolisin” adin1 alan bir grup proteinin sentezinden sorumlu genleri
icerirler. Kolisinler, yakin suslardan ayni tip Col plazmitini tasimayan bakterileri 6ldiirme
ozelligindedirler. Oldiirme mekanizmasi, Col plazmidinin tipine gore degisiklik gosterir.

Plazmidler konak i¢in esas olan genleri tasimamalarina ragmen, hiicrenin fenotipi
tizerinde onemli etkileri olan genleri tasiyabilirler. Bazi durumlarda bakterinin ekolojisi
icin temel Ozellikleri kodladigi diisiiniilen genler plazmidler {izerinde yer almaktadir.
Ornegin Rhizobium’un bitkilerle etkileserek azot baglayan kok yumrulari olusturma
yetenegi, belirli plazmid islevlerini gerektirir. Diger plazmidlerin bir hiicreye Ornegin
zararhi kirleticileri parcalama yetenegi gibi 06zel metabolik 6zellikler kazandirdigi
gosterilmistir. Gergekten de, plazmidlerin bakterilere bazi 6zel yetenekler kazandiran en
onemli mekanizma oldugu goriilmektedir. Pek ¢ok durumda bu 6zellikler yatay gen akisi
ile aktarilmaktadir. Bir plazmid {izerinde bulunacak genleri kisitlayan tek kosul bunlarin
kendi replikasyonunu ve konagin kendi yasaminmi engelleyen tiirden olmamalaridir.
Plazmidlerin prokaryotlara kazandirdig1 fenotiplerden bazilar1 asagidaki gibidir (cizelge
2.2) (Madigan ve ark., 2010).

Cizelge 2.2. Plazmidlerin Prokaryotlara Kazandirdigi Fenotiplerden Bazilari

Fenotip Simifi Organizmalar

Antibiyotik Uretimi Streptomyces

Konjugasyon Escherichia, Pseudomonas, Rhizobium,
Staphylococcus, Sulfobolus, Vibrio

Fizyolojik Islevler

Okta, kafur,naftalen yikimi Pseudomonas

Herbisitlerin yikimu Alcaligenes

Biitanol ve aseton olusumu Clostridium

Laktoz, siikroz veya iire kullanimi1 ve azot Enterik bakteriler

fiksasyonu

Nodiillesme ve simbiyotik azot fiksasyonu  Rhizobium

Pigment tliretimi Erwinia, Staphylococcus

Direnc¢

Antibiyotik direnci Campylobacter, Enterik bakteriler,

Kadmiyum, kobalt, civa, nikel, ve c¢inko Neiserria

direnci Pseudomonas, Staphylococcus, Listeria,

Bakteriyosin direnci ve sentezi Alcaligenes, Acidocella

Viriilens

Konak hiicrenin istilasi Salmonella, Shigella, Yersinia

Koagiilaz, hemolizin, enterotoksin Staphylococcus

Enterotoksin, K antijeni Escherichia

Bitkilerde tiimor olusumu Agrobacterium
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Cok sayida bakteri iirettikleri proteinler ile yakin akraba tiirleri ve hatta ayni tiiriin
farkli suslarin1  Oldiirmekte veya biiyiimelerini engellemektedir. Bu maddelere
“bakteriyosin” adi verilir ve bunlar antibiyotiklere gore daha dar bir alanda aktivite
gosterirler. Bakteriyosinleri ve bunlarin islenerek taginmasinda gorev alan proteinleri
kodlayan genler genellikle bir plazmit ve ya bir transpozon iizerinde tasinir.
Bakteriyosinler kendisini iireten organizmalarin isimlerine gére adlandirilirlar. Ornegin
Escherichia coli’ deki Col plazmitleri. (Madigan ve ark., 2010).

Escherichia coli’ deki Col plazmidleri gesitli kolisinler {iretir. Bir hiicreden salinan
kolisinler duyarl hiicrelerin duyarl hiicrelerin yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanir.
Kolisin baglanan reseptorlerin hiicredeki normal islevi, biiyiime faktorii veya mikrobesin
gibi degisik maddelerin dis zardan (lipopolisakkarit tabaka) taginmasidir. Kolisinler bazi
temel hiicrelere iglevlerini bozarak, hiicreyi oldiiriirler. Kolisin E2 DNA’ y1 prealayan bir
endoniikleaz, kolisin E3 ise 16S rRNA’da 6zgiil bolgeleri kesen ribozomlar: inaktive eden
bir endoniikleazdir. Col plazmidleri hem konjugatif ve hem de non-konjugatif olabilirler.
(Madigan ve ark., 2010).

Glinlimiizde genetik miihendisligi ile yapay olarak iiretilen plazmidlerde mevcuttur.
Bu plazmidlere ¢ok ¢esitli kaynaklardan elde edilen genleri sokmak miimkiin oldugundan,
tiirler arasi1 bariyer olmadan genetik transfer yapmak miimkiindiir. Ayrica, yapay olarak
sentezlenen genler de plazmide aktarilabilir. Yapay plazmidler i¢in gerekli olan unsurlar
sunlardir; kendi replikasyonlarin1 kontrol eden genlerin bulunmasi, eger konjugatif iseler
bu islemi yiriitecek transfer (tra) fonksiyonunu barindirmalari, segilen konakta kararli

bulunabilme 6zelligi tasimas1 (Madigan ve ark., 2010).

2.7.2. Transpozonlar

Bir replikon (bakteri DNA's1, plazmid) tizerinde bulunan iki uglarindan zit dizi
diizeninde tekrarlanmis siralarla sinirlandirilmis ve degisik bir fonksiyonu kodlayan,
replikon iizerinde ya da replikonlar arasi yer degistirme yetenegindeki DNA parcalarina

transpozon denir (https://www.anadolu.edu.tr/aos/kitap/EHSM/1213/unite04.pdf).

Tn’lar kendi translokasyonlarindan sorumlu transpozaz enzimlerini kodlayan
genlerini, anbiyotik diren¢ genlerini ve ayrica bazi katabolik genleri tasirlar. Transpozisyon
en etkili DNA aligveris yontemlerinden biri olup alict hiicrede kimi zaman replikon
fiizyonu, delesyon veya inversiyon gibi DNA’da ¢eflitli yeniden diizenlenmelere yol agar

(Helmuth, 2000).
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2.7.3. integronlar

Integronlar ise Tn 21 transpozon ailesinin bir pargasi olarak veya genis konak
spektrumlu plazmitlerde bulunan DNA bolgeleridir. Bilinen ii¢ grup integrondan, hastalik
etkeni sufllar acisindan en 6nemlisi Class I integron’dur. Bu integronda, gen kasetlerindeki
genlerin ve site-spesifik integrasyondan sorumlu genlerin ekspresyonunu saglayan genler
ve ayrica dezenfektan direncinden sorumlu genlerle, 6zellikle class I integron varligi i¢in
bir gosterge olan sulfonamid direng geni yer alir. Integronlar plazmit kékenli olmakla
birlikte, 6zellikle belirli baz1 faj tiplerinde olmak iizere, Salmonella’larda kromozoma
integre olumus olarak bulunabilirler. Kromozoma integrasyon, diren¢ genlerinin
antibiyotiklerin selektif baskisi olmasa bile devamliliklarinin nedenidir (Daly, 2000;
Helmuth ve ark., 1986).

Salmonella’larda streptomisin, kloramfenikol, tetrasiklin, ampisilin, sulfonamid,
beta-laktam diren¢ genleri integronda yer alirlar. Bu genlerin kaynagi bir transpozon, faj

veya patojenite adasi da olabilir (Helmuth, 2000).

2.8. Mikroorganizmalarin Yasaminda Metallerin Rolii

Bircok agir metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmasi nedeniyle gecis
elementleridir. Bu d orbitalleri agir metal katyonlarina redoks tepkimelerine girebilen veya
giremeyen herhangi bir bilesik ile karmasik yap1 olugturmasini saglamaktadir. Bu nedenle,
agir metaller birer iz element olarak bircok karmagik biyokimyasal reaksiyonda 6nemli rol
oynamaktadir (Nies, 1999).

Bruins (2000)’ e gore, mikroorganizmalarin yasamlar1 boyunca birtakim
gereksinimleri i¢in metal iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Kalsiyum, kobalt, bakir, krom, demir,
potasyum, magnezyum, manganez, sodyum, nikel, ¢inko gibi bazi metaller esansiyaldir ve
besinsel rolleri vardir. Giimiis, aliiminyum, kadmiyum, altin, civa ve kursun gibi metallerin
ise biyolojik rolleri yoktur ve esansiyal degildirler. Esansiyel metaller; biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizlemek, protein yapisini ve bakteri hiicre duvar yapisini stabilize etmek,
osmotik dengeyi korumak, gen ekspresyonunu diizenlemek, biyomolekiilleri aktive etmek,
elektron alicis1 veya vericisi olarak enerji metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Demir, bakir, nikel gibi esansiyal geg¢is metalleri redoks tepkimelerinde rol alirken,
magnezyum ve ¢inko gibi esansiyal metaller elektrostatik giicleri sayesinde g¢esitli
enzimleri ve DNA’y1 stabilize etmektedirler. Demir, nikel, magnezyum ve kobalt,

diizenleyicilik gorevi olan kompleks molekiillerin yapisinda yer almaktadir.
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Bakteriler acisindan en Onemli besin maddelerinden birisi demirdir. Demir
bakterilerin metabolizmalari ve tiremeleri i¢in gerekli bir gelisme faktoriidiir. Demir, sahip
oldugu genis oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli sayesinde metabolik bir¢ok olayda 6nemli
rol oynamaktadir. Bakteriler iireme ortamlarinda 0.4-4 umol/L oraninda demir olmasini
isterler. Serbest demir ferrik formda (Fe™) olup, primer olarak yiiksek oranda ¢oziilmez
hidroksil, karbonat, fosfat seklinde bulunur. Serbest demir iyonu konsantrasyonu kan, lenf,
ekstraselliiler doku ve eksternal sekresyonda son derece diisik olup 1018mol/L Fe
diizeyindedir. Serbest iyonik demir, konak hiicrede bulunan demir-baglayan ve tasiyan
proteinlere bagli olarak bulunur. Bu proteinler kan ve lenf i¢in transferin, ekstraselliiler
sekresyon icin laktoferrindir. Transferrin ve laktoferrin Fe™ icin yiiksek diizeyde afiniteye
sahiptir. Normal demir metabolizmasinda kismen doymus halde bulunurlar. Bu nedenle
normal kosullarda konak demir metabolizmasi, bakteri i¢in yeterli demiri sunmaz.
Bakteriler kendilerine yeterli miktarda demir temin etmek i¢in ¢esitli yOntemler
gelistirmiglerdir. Bakterilerin ¢ogunlugu, diisiik afiniteli demir asimilasyon sistemlerine
sahip olup bu sistemler sayesinde demirin polimerik formlarini kullanabilirler. Diger
bakteriler ise, yliksek afiniteli demir asimilasyon sistemine sahiptirler. Bu sistem "siderofor
"olarak isimlendirilen diisiik molekiil agirlikli tasiyict proteinlere sahiptir. Sideroforlar
ferrik demire 6zgiil olup bakteri hiicresinin demir ihtiyacini karsilarlar. Siderofor iiretimi
ortamda bulunan demir konsantrasyonuna genetik bir cevap seklinde gelisir. Sideroforun
gorevi ortamdaki demiri yakalamaktir. Siderofor demiri bagladigi zaman bakteri
membraninda bulunan kendisine 6zgiil reseptorleri sayesinde demiri hiicre igine sokar.
Membranda bulunan demir reseptorleri diisiik demir konsantrasyonunda sentezlenir.
Hayvan ve insanlarda da fazla miktarda demir vardir ancak bu demir hemoglobin,
myoglobin gibi hiicre i¢indedir. Bu durum bakteriler i¢in uygun degildir. Konak¢ida demir
serbest degildir cesitli doku, kan ve salgilarda bagli halde bulunur. Kandaki demir
hemoglobin ve transferrine, siit ve diger salgilardaki demir ise laktoferrine bagli olarak
bulunur. Patojen bakteriler konakg¢ida canli kalabilmek sideroforlar aracigi ile demiri
baglarlar. Bu nedenle siderofor bakterilerde 6nemli bir viriilens faktordiir. " Enterochelin”
Escherichia ve Salmonella tiirleri tarafindan iiretilen bir siderofordur (Ulgen, 2011).

A.baumannii suslari, farkli demir kaynaklarin1 kullanabilme yetenegine ve konaga
kolonize olmay1 saglayan bagimsiz demir kazanim sistemine sahiptir. Bu bakteriler, demir
kazanim kapasitelerindeki farkliliga gore siderofor aracili ve/veya hemin kazanim
fonksiyonlarin1 eksprese etmektedir. A.haumannii‘nin siderofor aracili kazanim sistemi

olan asinetobaktin (acinetobactin) ilk kez A.baumannii 19606 susunda tanimlanmis ve
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bunun hemin kazanim sistemlerinin ekspresyonuna da katki sagladigi bildirilmistir.
Uretildikten sonra sideroforlar gesitli bakteriler icin tanmimlanan antibiyotik direncindeki
atim pompalar1 ile benzer mekanizma ile hiicre digina salinmaktadir (Asik, 2011).
Yapilan molekiiler ¢calismalar, A.baumannii kromozomunda asinetobaktin ile iliskili
18 acik okuma bolgesi (ORF) igeren bir bolge oldugunu gdstermistir. Bu bolgede yer alan
bauAd ve basD, sirasiyla asinetobaktin transportu ve biyosentezinden, barA ve barB ise
siderofor salinimindan sorumlu genlerdir. Klinik izolatlarin analizi, farkl tiirlerin farkli
demir alim sistemi eksprese etme ve farkli biyofilm yapilar1 olusturma yetenegine sahip
oldugunu gostermistir. Nitekim siderofor biyosentezi ve salinimi ile ilgili gen delesyonlari
olan suslarda hemin kazanim sistemlerinin devreye girdiginin gosterilmesi, 4.baumannii
nin demir ihtiyacim1 gidermede oldukga basarili oldugunu vurgulamaktadir (Asik, 2011).
Potasyum ve sodyumun ise hiicre i¢i osmotik basincin diizenlenmesinde rolii vardir.
Co*, Cu>, Ni* ve Zn*> gibi esansiyal metal iyonlarinin yiiksek konsantrasyonu ve esansiyal
olmayan metal iyonlar1 mikroorganizmalar {lizerinde toksik etki yaratmaktadir. Esansiyel
olmayan metal iyonlari, esansiyel metal iyonlarinin baglandigi dogal baglanma bolgelerine
baglanarak veya ligandlar ile karsilikli etkilesime girerek toksik etkilerini
gostermektedirler. Bu tiir metallerin, tiol (-SH) igeren gruplara veya oksijen bolgelerine
olan affiniteleri, esansiyal metallerin affinitesinden daha ytiksektir. Metal iyonlar1 yiiksek
konsantrasyonlarda canli iizerine toksik etki de gdstermektedir. Toksik etkileri arasinda
niikleik asitlerin ve proteinlerin yapisinda degisikliklerin meydana gelmesi, oksidatif

fosforilasyonu etkilemeleri ve osmotik dengenin bozulmasi sayilabilir (Giilcan, 2006).

2.9. Mikrobiyal Metal Diren¢ Mekanizmalari

Metallere kars1t direng mekanizmalar1 prokaryotik hayatin baglamasi ile ortaya
cikmigtir. (Sevgi E.,2007). Guzzo ve ark.,(1999)’ a gore toksik metallere karsi direng
mekanizmalarinin - gelistirilmesine yol acan etmen, mikroorganizmalarin bulundugu
cevrede, toksisiteye sebep olan metalin varlig1 ve bu metalin organizma {izerinde yarattigi
stresdir (Gtilcan, 2006). Ji ve Silver (1995)’e gore bu direngliliin ¢cogu plazmid araciligi
ile saglanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalardaki agir metal direng
mekanizmasi ile antibiyotik diren¢ mekanizmasi arasinda bir baglanti oldugu ortaya
konmustur. Ciinkii her iki mekanizmada da mikroorganizmalar arasinda konjugasyon ya da
transdiiksiyon ile genetik madde aktarimi ger¢eklesmektedir. Baz1 mikroorganizmalarda bu
iki direnclilikte ayn1 plazmid kokenli olabilmektedir. Bakterilerdeki metal direncliliginin

ise antibiyotik kullanimindan daha once ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Sevgi E.,2007).
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Mikroorganizmalardaki metal direnglilik mekanizmalari;
1) Gegirgenlik bariyeri
2) Metallerin hiicreden disariya birakilmasi (Efflux pompa sistemi)
3) Ekstraseliiler alikonma
4) Proteinlerin metal baglama 6zelligi sayesinde metallerin hiicre i¢erisinde tutulmasi.
5) Metallerin enzimatik detoksifikasyon ile daha aztoksik hale getirilmesi
6) Hiicresel hedeflerin metal duyarliliklarinin azaltilmasi

gibi mekanizmalar ile mikroorganizmalar metallere direng gostermektedirler (Silver
1992).

Metal iyonlari, dis membrana ve kapsiile non-spesifik olarak baglanabilmektedir.
Bu baglanma, dis membranda yer alan -NHz, -SH, -OH, -SO3H, -COOH ve -PO3H gruplar1
ile metal iyonlar1 arasindaki spesifik olmayan etkilesim ile ger¢eklesmektedir. Bakterilerin
dogal olarak sahip olduklar1 ekstraselliiler polisakkarit tabaka, metal iyonlarim
biyosorblama yetenegine sahiptir ve bu sayede bu iyonlarin hiicre komponentleri ile
etkilesime girmesi Onlenmektedir. Baglanma bolgesinin doygunluga ulasmasindan dolay1
metale kars1 sinirli bir koruma saglanmaktadir. Metal iyonlarint baglayabilme 6zelligine
sahip bakterilere Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida ve Arthrobacter viscosus
ornek olarak verilebilir (Gtilcan, 2006).

Gegirgen bariyer sayesinde metaller hiicre disinda birakilirlar ve bu durum
mikroorganizmanin hiicre zarinda, duvarinda veya memraninda bir takim degisiklikler
meydana getirilmektedir ve bu mekanizma sayesinde mikroorganizma metale duyarli olan
onemli hiicresel komponentlerini korur. Ornegin, Escherichia coli ile yapilan bir calismada
bakterinin membran kanal proteini olan porinlerin sayisini azaltmak suretiyle glimiis
iyonlarinin hiicre i¢ine girisinin engellendigi bildirilmistir (Li ve ark., 1997).

Enterococcus hirae’ deki Cop sistemi gecirgenlik bariyeri ile metallerin hiicre
disinda tutulmasinmi saglar. Cop sistemi yapisal 6zellikte Cop A ve Cop B proteinlerini
igerir. Cop B Cu’ ve Ag ’nin hiicre icerisine gecirgenligini engelleyerek bakteride bakir ve
giimiis iyonlarina karsi direng saglar. Cop sistemi ayrica diizenleyici 6zelligi olan Cop Y ve
Cop Z proteinlerini de icerir. Cop Y ve Cop Z, Cu' direncinden sorumludur. Hiicre zarinda
bir takim degisiklikler meydana getirerek Cu™*’nin hiicre igerisine girmesine engel olurlar

(http://www.bio.sci.osaka-u.ac.jp/initiative2006/pdf/ TsaiLectSum.pdf).

Bazi1 arastiricilar  bakterilerde bakir direngliliginin temelinin  periplazmik
baglanmaya dayandigin1 sdylenmektedirler. Cu(Il) direngliligi Cop operonda yer alan

copA, copB, copC ve copD olarak adlandirilan genler tarafindan saglanmaktadir. Bu
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genlerden, copA ve copB kismi direnglilik saglarken copC ve copD genleri Cu(Il)’ ye karsi
tam direnclilik saglamaktadir. CopA4 ve copC proteinleri i¢ ve dis membran arasinda, copB
proteinleri ise dis membranda bulunmaktadir. Bu proteinlerin lokalizasyonu, direngliligin
ya periplazmik baglanmadan veya ekstraselliler ayrimdan kaynaklandigim
desteklemektedir (Silver, 1998).

McEntee ve ark.(1986)’a gore Staphylococcus aureus’un bazi tiirlerinde,
peniklinaz’in kodlarin1 bulunduran plazmidler, hiicre membrani degisimi araciligi ile cd*
gecirgenligini  engellemede diger metaller kadar iyi diren¢ olusturmada arag
olabilmektedir. Budurum metal iyonlarinin girisini engellemek icin zardaki uyumsal
degisimler olarak 6riilmektedir. Bu Cd* un 0,01-0,1 nM seviyelerinde genelde diisiik
diizeyde diren ¢olarak goriiliir (Sevgi, 2007).

Mikroorganizmalarin metal uzaklastirmasinda kullandigi mekanizmalardan bir
tanesi de metallerin hiicre disina aktif transportudur. Bu mekanizma, kromozomal ya da
plazmid kodlu olabilir. Bakterilerdeki arsenat, kadmiyum, bakir gibi metallere kars1 direng
bu mekanizma ile gergceklesmektedir. Mikroorganizmalar bu mekanizma sayesinde toksik
olan metalleri sitoplazmalarindan uzaklastirilar. Esansiyel olmayan metaller ATPaz
bagimli veya ATP az bagimli olmayan besin tasima sistemleri araciligi ile hiicre igerisine
girebildikleri gibi hizli bir sekilde hiicre disina tasinmaktadirlar (Silver,1998; Mies ve
Silver,1995).

Bakterilerde kadmiyum direnci ilk kez Staphylococcus aureus’ta tanimlanmigtir.
Bakteri iizerinde bulunan plazmid PI258, kadmiyum direncinden sorumlu Cad 4 ve Cad B
proteinlerini igermektedir. Benzer duruma E. coli’ de de rastlanmustir. E. coli Cad A ve
Cad C olamak iizere iki protein i¢ermektedir. Cad A hiicre i¢in gerekli olmaya toksik
metalleri ATP az’ bagimli pompa sistemi ile sitoplazmadan uzaklastirir. Cad C ise
operonda bulunan diizenleyici rolii olan bir proteindir. E.coli’de tanimlanan kromozomal
zntA ise Cad A’ya benzer ozellikte olup Cd™ ve Zn™ direncinden sorumludur

(http://www.bio.sci.osaka-u.ac.jp/initiative2006/pdf/TsaiLectSum.pdf").

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen sisteince zengin bazi proteinler
(metalloprotein) sayesinde toksik olan bazi metaller sitoplazmada biriktirilirler.
Miroorganizma i¢in Onemli olan hiicre bilesenleri bu proteinler sayesinde metalin
etkisinden korunmaktadirlar. Genellikle Cd(II), Cu(Il) ve Zn(II)’ye kars1 direnglilikte bazi
mikroorganizmalar bu yolu se¢gmektedir (Nies ve Silver, 1995). Bakterilerde proteinler
araciligl ile metal baglama mekanizma ile genellikle Cd*™ Cu*” ve Zn*" metalleri

alikonmaktadir (Nies ve Silver, 1995).
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Pseudomonas tiirlerinde de sisteince zengin bir protein sentezlenmekte ve hiicre
icine giren toksik metaller bu proteinlere baglanmak suretiyle bakteri toksik metallere karsi
diren¢ kazanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada Pseudomonas putida’nin da metalloprotein
tirettigi tespit edilmistir (Bruins ve ark., 2000). Mergey (1991), yaptig1 bir ¢alismada P.
putida’da metallothioneinlere benzeyen 3 farkli sistein bakimindan zengin protein
tretildigini bildirmistir. Mycobacterium scrofulaceum’da siyah bakir siilfat formunun
cokelmesinde alikoyma araciligiyla ile hiicre i¢i birikimi de ispatlanmustir (Sevgi, 2007).

Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapisindaki —SH gruplarina baglanarak bu
molekiilleri inaktive edebilmektedirler. Civa bu 6zelliginden dolay1 toksik metal olarak
kabul edilmektedir. Baz1 bakteri gruplar1 civayr enzimatik detoksifikasyon ile daha az
toksik hale getirmektedirler. Baz1 bakteriler Hg(II) direngliligi saglayan ve bir operon (mer
operonu) tarafindan kodlanan gen setlerine sahiptir. Bu operon; sadece Hg(II)yi
detoksifiye etmekle kalmayip, ayni zamanda civayr hiicre disina tasimakta ve kendi
kendini regiile edebilmektedir. Mer operonu, organik civa liyaz ve civa rediiktaz olmak
tizere iki enzim kodlamaktadir. Organik civa liyaz enzimi C-Hg bagmi kirarken, civa
rediiktaz Hg(I1)’yi Hg(0)’a (metalik civa) indirgemektedir (Brown ve ark., 2002).

E. coli R733’ de bulunan Ars operonu; ars R ve ars D diye tanimlanan iki tane
diizenleyici protein icerir. Bunlarin disinda da Ars A, Ars B ve Ars C olarak tanimlanan ii¢
tane yapisal protein gerir. S.aureus’da Ars operon sistemine sahiptir. Ancak S.aureus, E.
coli R733* e gore Ars D ve Ars A proteinlerinden yoksundur. Ars A, Ars B, Ars C

proteinleri arsenat ve antimanite asidini stiimiile eder (http://www.bio.sci.osaka-

u.ac.jp/initiative2006/pdf/TsailectSum.pdf’).

Coral ve ark. (2005) Sofulu (Adana) arazisinden izole ettikleri 15 adet Enterobacter
spp.” Nin Cd™?, Cu™, Cr? ve Ni? iyonlarina kars1 gosterdikleri metal toleransini
incelemiglerdir. Aragtirmacilar Ent-5 adi verdikleri izolatin bakira, Ent-7, Ent-15 ve Ent- 5
izolatlarinin nikel ve bakira direngli oldugunu ve genel olarak izolatlarin en fazla bakira
direngli oldugunu tespit etmislerdir. Bakterilerin %33l 25 mM konsantrasyonunda bakira,
%40°1 16 mM konsantrasyonda nikele, %46’ s1 14 mM konsantrasyonda kadmiyuma ve
%33’1 16 mM konsantrasyonunda kroma dire¢li ¢ikmustir. Yaptiklari plazmid izolasyon
caligmast sonucunda da Ent-5 susuna ait farkli biyiikliikklerde 4 adet plazmid
saptamislardir.

Habi ve Daba (2009), yaptiklar1 bir calismada Cezayir Irmak’inin iist sularindan
plazmid igeren, antibiyotik ve metal direncine sahip, Enterobacteriaceae familyasina ait

bakteri izolasyonu gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar izole ettikleri Enterobacter
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suslarinin 8 pg/ml ile 4096 pg/ml arasindaki degisen konsantrasyonlarda Hg™,Cd™ ve
Pb™ iyonlarina kars: direncli oldugunu saptarken, en diisiik direncin Cd"*’a ve en yiiksek
direncin ise Pb™* a oldugunu belirtmislerdir.

Lu ve ark. (2005), yerel sanayi bolgesi atiksu aritma tesisinden izole ettikleri
Enterobacter sp. JI olarak adlandirdiklar1 bakteri susu ile yaptiklar1 biyosopsiyon
¢alismasinda; bakterinin %90 Oraninda Pb™, Cu™ ve Cd™ iyonlarmi absorbe ettigini
saptamiglardir. Arastiricilar bakterinin bakir adsorpsiyon kapasitesini 32,5 mg/l ve
kadmiyum adsorpsiyon kapasitesini ise 46,2 mg/l olarak tespit etmislerdir. Ayrica bunu
Langmuir ve Freundlich izoterm modelleri ile de desteklemiglerdir.

IIhan ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢calismada Penicillum lanosa-coeruleum
biyokiitlesi ile gergeklestirilen Cu™, Pb** ve Ni** agir metallerinin biyosorpsiyonu iizerine
¢esitli 6n islemler uygulamuslardir. Saf biyokiitleye kiyasla Cu™ve Pb™ biyosorpsiyonu
icin 1s1tma, NaOH ve deterjan 6n islemlerinin, Ni** biyosorpsiyonu igin ise gluteraldehitin
etkili oldugunu gézlemlemislerdir.

Taghavi S ve ark. (2010) yakin zamanda yaptiklar1 bir ¢calismada Enterobacter sp.,
638 susunun bakir direncini 100 uM olarak saptamislardir ve bu direngliligin genom
tizerindeki genlerde tasindigini saptamiglardir. Diger taraftan Enterobacter sp. 638 susunun
arsenata kars1 gosterdigi direnci 200 uM olarak rapor etmislerdir ve bakterinin bu direnci
pENT 638-1 kodlu plazmid araciligi ile sagladigini belirtmislerdir. Arastiricilar bakteri
susunda 500 pM ZnSos , 500 pM CdCl,, 100 uM CoCl, ve 50 puM NiCl,
konsantrasyonlarinda agir metal diregliligi saptamiglardir ve bu agir metallere karsi
direngliligi saglayan genlerin ise bakteri kromozomu {iizerinde lokalize oldugunu rapor
etmislerdir.

Haq ve ark. (1991) calismalarinda kimya ve tekstil endiistri bolgelerinden 2 tane
Klebsiella ve 1 tane Enterobacter cloaceae izole etmislerdir. Arastiricilar Cd ™ iyonuna
karst bakterilerin oldukca yiliksek tolerans gosterdigini saptamiglardir. CMBL-Cdl
(Enterobacter cloaceae)’in Cr' ve Pb"™ iyonlarina karsit olusturdugu maksimum direng
800 pg/ml ve 1400 pg/ml olarak tespit edilmistir. CMBL-Cd2 (Klebsiella sp.1)’nin Cr
direnci 600 pg/ml ve Pb™ direnci 1200 pg/ml olarak belirlenmistir. CMBL-Cd3
(Klebsiella sp-2)° nin ise Cr'> direnci 50 pg/ml ve Pb direnci 900 pg/ml olarak
belirlenmigtir. Arastirmacilar plazmid DNA izolasyon ¢alismalar1 sonucunda ise CMBL-
Cd2’ye ait pCBL3 ve CMBL-Cdl’ ait pCBl kodlu plazmidin bulundugunu
gostermislerdir. Ayrica igerikleri belirlenirken A Hin IIT restriksiyon kesim enzimi ile

muamele ederek sonu¢ almislardir.
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Mullen ve ark. (1989)’ a gore, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa; Ag", Cd™?, Cu™ ve La™ ¢ozeltilerinden bu metalleri degrede
etmektedir. Arastiricilar 0,001 mM’dan  baglayan ve 1 mM’a kadar olan
konsantrasyonlarda kadmiyum ve bakir sorpsiyonu incelemis ve bunu Freundlich
izotermleri ile tanimlamiglardir. P. aeruginosa ve B. cereus’ ta 1mM’lik konsantrasyonda
en fazla Cd™ ve Cu™ metallerinin atildigim ve bu bakterilerde Ag” ve La” metallerinin
atilmasinin daha az oldugunu bildirmislerdir. Ayni calismada Freundlich K sabitleri E.coli’
de en etkin Cd™* un ¢ikartilmasi oldugunu ve B. subtilis’ te en ok Cu"> biyosorpsiyonunun
gerceklestigini rapor etmislerdir. 1 mM’lik soliisyondan toplam Ag ’nin yaklasik %89’u

+35

adsorplanirken, Cd+2, Cu™ ve La™ nin 1 mM’lik ¢Ozeltilerinden sirasi ile sadece %12,

%29 ve %27 sinin adsorbe edildigini belirtmislerdir. Elektron mikroskobu ile yaptiklar

b

¢alisma sonucu ise La™’ m igne seklinde kristalize c¢okeltiler halinde hiicre yiizeyinde
biriktigini gdstermislerdir. Ag™>’nin ise bazen hiicre yiizeyinde kolloidal toplanmalar
seklinde ve bazen de sitoplazmada g¢okeltiler halinde toplandigi gézlenmistir. Sorpsiyon

2 nin yeterli elektron sagilimi saglamadig

lokasyonunun belirlenmesinde Cd™* ve Cu
rapor edilmistir. Bu metallerin bakteriler tarafindan taginimi sirasi ile AgJr , La+3, Cu™,
Cd** seklinde oldugunu bildirmislerdir (Sevgi E.,2007).

Park ve ark. (2007), Cr (VI) giderimi i¢in fermantasyon atigini biyokiitle olarak
kullanmiglardir ve ¢alismada degisken parametreler arasinda biyosorpsiyonu etkileyen en
onemli parametrenin endiistriyel siilfirik asit veya atik asit kullanilarak kolaylikla kontrol
edilebilir olmasindan dolay1 pH olabilecegini belirtmislerdir.

Ren ve ark.(2010), yakin zamanda yaptiklar1 bir ¢calismada Enterobacter cloaceae
subsp. cloaceae ATCC 13047 strainin genom sekans analizini gerceklestirmiglerdir. E.
cloaceae ATCC 13047 bakteri kiiltiiriiniin genomunun 5,3 bp biiylikliiglinde halkasal
kromozoma sahip oldugunu ve 2 tane plazmidi oldugunu rapor etmislerdir. Bu plazmidler
200,300 bp biiyiikligiinde pECL-A ve 85,650 bp biiyiikliglinde pECL-B’ dir. pECL-A’nin
1 tane cop operonu, 2 tane si/ operonu, 3 tane ars operonu, 1 tane mer operonuna sahip
oldugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilar bu operonlarin agir metal direncliliginde rol
oynadigini vurgulamiglardir.

Altalhi (2009), yaptig1 bir ¢alismada Vitis vinifera L.(asma) bitkisinin gévde ve
yapraklarindan 111 adet bakteri izole etmistir. Aragtirmact yaptig1 identifikasyon caligmast
sonucunda bu bakterileri genus diizeyinde 14 gruba ayirmustir. Bunlar1 Acetobacter sp.,
Acinetobacter sp., Citrobacter sp, Planococcus sp, Staphylococcus sp. ve Streptomyces sp

olarak tammlamustir. Calismada Hg™, Cu™,Cd™, Mn™, Ni” ve Zn™ metallerinin
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Minimum inhibisyon konsantrasyon (MICs) diizyine bakilmistir ve izolatlarin 10 pg/ml
Hg™, 50 pg/ml Cu™ ve Cd™, 200 pg/ml Mn™, Ni™ ve Zn" direnci oldugu saptanmustr.
Arastiric1 yapraklardan izole ettigi bakterilerin %18,44° inde, koklerden izole ettigi
bakterilerin %11,83’tinde plasmid saptamustir.

Deeb (2009), tarafindan yapilan bir c¢alismada FEichornia crassipes’in
yapraklarindan genusuna ait suslar izole edilmistir. Arastirmaci bu izolatlar1 Enterobacter
BN4, Enterobacter BN4M, Enterobacter BN4T olarak isimlendirilmistir. Yapilan agir
metal direnglilik c¢alismasinda izolatlarin MTC degerleri Enterobacter BN4 icin 3mM
Cd™, 5 Mm Zn™ 6 Mm Pb"™ olarak rapor etmistir. Enterobacter BN4M’ nin MTC
degerlerini 0,6 mM Cd™, 0,7 mM Zn™, 5.8 mM Pb" ve Enterobacter BNAT nin MTC
degerlerini ise 3Mm Cd"”, 5 mM Zn™, 6 mM Pb™ olarak belirlenmistir. Arastirmaci
bakterilerin plazmid izolasyonunu gerceklestirdiginde ise Enterobacter BN4 izolatina ait 1
adet pBN4 olarak adlandirdigi plazmid saptamigtir. Son olarak izolatlar ile yaptigi
biyosorpsiyon calismast sonucunda ise en fazla Pb™ nin, en diisiik olarak da Cd*™ nin
adsorbe oldugunu rapor etmistir.

Sar ve ark. (1999), Pseudomonas aeruginosa biyokiitlesi ile Ni”> ve Cu™
biyosorpsiyonunu  gercelestirdiklerinde, biyokiitleye 1s1l islem ve otoklavlama
uygulanmasinin her iki metalin biyosorpsiyonunu saf biyokiitleye oranla diisiik diizeyde
azalttigini, alkali 6n islem uygulamalarinin arttirdigin1 rapor etmislerdir. Ayrica HCl ile
uygulanan 6n islemin her iki metalin biyosorpsiyonunu da azalttigini bildirmislerdir. Al-
Qodah (2006), NaOH ve HCI 6n islemlerine maruz birakilmis aktif camur biyokiitlesi ile
gerceklestirdigi Cu™, Cd™ ve Ni™ biyosorpsiyonunda, izotermlerin NaOH 6n islemi>saf
biyokiitle>HCl 6n islemi ve Cu™>Cd™>Ni™ egilimleri ile sonuglandigimi bildirdigi
gozlenmistir.

Mathema ve ark. (2011), Katmandu’daki Bagmati Irmak’indan HgCl,’ye karst
direngli olan Enterobacter sp., Streptococcus sp. ve Pseudomonas sp. bakterilerini izole
etmislerdir. Enterobacter sp.’nin 40 ng/mL HgCl,’ye, Pseudomonas sp.’nin 15 pg/mL
HgCl, ve Streptococcus sp.’nin ise 20 pg/mL HgCl, konsantrasyonlarina karsi direng
gosterdiklerini saptamiglardir. Arastirmacilar agaroz jel elektroforezi ile yaptiklart plazmid
belirleme ¢alismasi sonucunda ise Enterobacter sp. izolatinin 18 kb. Biiyiikliigiinde 1 adet
plazmid DNA  belirlemislerdir. Plazmid profilleme ¢alismasim1i iki  sekilde
gerceklestirmiglerdir. Birincide restriksiyon enzimi kullanmadan goriintii elde etmislerdir.

Ikincide ise A / Mlu restriksiyon enzimi ile kesim yapilarak goriintii alinmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cam Malzemeler

Tez calismasi sirasinda kullanilan cam malzemeler deterjanli su ile yikandiktan
sonra iyice durulanmig ve ardindan da birkag kez steril saf sudan gegirilerek kullanilir hale
getirilmigtir. Besiyeri iceren erlenler otoklavda 121°C’de 1,2 atmosfer basing altinda 15
dakika siire ile steril edilerek kullanilmigtir. Kat1 besiyerleri i¢in kullanilan petri kaplari ise

besiyeri dokiilmeden 6nce Pasteur firininda 200°C’de 2 saat siire ile steril edilmistir.

3.1.2. Kimyasallar
Calismada analiz amagh kullanilan tim kimyasal maddeler Merck firmasindan

temin edilmistir.

3.1.2.1. 10X TBE (Tris, Borik asit, EDTA)
21,6 g Tris, 11 g Borik asit, 1,86 g EDTA 200 mL distile suda ¢6ziilmiis ve pH
8,3’e ayarlanmistir (Maniatis ve ark.,1982).

3.1.2.2. Agaroz Jel (%1)
Plazmid DNA nin yiiriitiilmesi i¢in kullanilmistir (Maniatis ve ark.,1982).

3.1.2.3. Ornek Yiikleme Tamponu (Loading Buffer)
%0,25 Brom fenol mavisi ve %10 gliserol ile hazirlanan stoktan uygun hacme

distile su ilavesiyle hazirlanmistir (Maniatis ve ark.,1982).

3.1.2.4. 1X TBE Yiiriitme Tamponu (Running Buffer)
10X TBE’den 10 kat sulandirilarak hazirlanmistir (Maniatis ve ark.,1982).

3.1.2.5. Boyama Soliisyonu (Staining, Ethidium Bromiir)

1 g EtBr 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanan stok ¢dzeltiden son hacmi 10

mg/mL olacak sekilde hazirlanir (Maniatis ve ark.,1982).
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3.1.2.6. Marker DNA

Calismada kullanilan pUC Mix marker Fermentas firmasindan temin edilmistir.

3.1.2.7. Plazmid izolasyon Kiti
Calismada plazmid DNA’larin izolasyonunda GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit-

Fermentas kullanilmustir.

3.1.2.8. Kral Suyu
100 mL i¢in; 25 mL nitrik asit, 75 mL hidroklorik asit karistirilarak hazirlanmigtur.

3.1.3. Besiyerleri
Bakteri izolasyonu ve kiiltiire edilmesinde kullanilan Nutrient Agar, GSP Agar
besiyerleri ve agir metal direngliliginin belirlenmesi amacgli kullanilan Mueller Hinton

Broth besiyeri Himedia firmasindan temin edilmistir.

3.1.4. inkiibatérler

Bakterilerin kiiltiiriniin yapilmas1 amaciyla kullanilan kati ortamlarin inkiibasyonu
Memmert [IPP 400 sogutmali inkiibator ve Stuart SI500 calkalamali inkiibatorde
gerceklestirilmistir.

3.1.5. Bakteri Identifikasyonu
Izole edilen bakterilerin identifikasyonu Vitex II (Biomerieux) cihaz1 ile

gerceklestirilmistir.

3.1.6. Jel Goriintiileme
Agaroz jelde yiiriitiilen plazmid DNA’larin goriintii ve biliyiikliigii Quantum ST4 jel

goriintiileme cihazi ile belirlenmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Toprak Orneklerinin Alinmasi

Belirlenen istasyonlardan toprak ornekleri alinirken topragin iist kismi metal bir
aparat ile siyirildiktan sonra steril bir spatula ile yaklasik ylizeyden 10-20 cm asagidan 20
gram toprak 0rnegi alinarak steril cam kavanozlara konmustur. Alinan 6rnekler kullanilana

kadar +4 °C’ de saklanmistir (Kim ve ark., 1998).
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3.2.2. Toprak Orneklerinin ICP Cihazi ile Agir Metal Analizi
Belirlenen istasyondan alinan toprak orneklerinden 0,5 gram tartilarak iizerine 10
mL Kral suyu eklenmistir ve Bandorex sonikatdr cihazi ile 15 dk boyunca ¢oziinmesi

saglanmstir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan toprak 6rneklerinin alindig1 istasyonlar (googleearth).

3.2.3. Bakteri izolasyonu

3.2.3.1. Pseudomonas ve Enterobacter Genusuna Ait Bakterilerin izolasyonu

Pseudomonas, Aeromonas ve Enterobacter analizinde kullanilan besiyeri
Glutamate Starch Phenol Red Agar olarak da adlandirilir. Bilesimi; Sodyum L(+) glutamat
(10,0 g/L), eriyebilir nisasta (20,0 g/L), KH2PO4 (2,0 g/L), MgS04 (0,5 g/L), fenol red
(0,36 g/L), agar (12,0 g/L) seklindedir. Dehidre besiyeri45 g/L konsantrasyonunda olacak
sekilde distile suda 1sitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C' de 15 dakika siire ile sterilize
edilir ve petri kutularina dokiiliir. Bilesimdeki glutamat ve nisasta yegane besin maddeleri

olup, pek cok refakatci flora bu maddelerini besin olarak kullanamaz. Nisasta, Aeromonas'
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lar tarafindan asit olusturularak parcalanir ve bilesimindeki indikator nedeni ile koloni
rengi sar1 olur. Pseudomonas' lar ise kirmizi renkli koloni olusturur. 28 °C' de 3 giin
yapilan inkiibasyon sonunda olusan 2—3 mm capli sar1 renkli ve etrafi sar1 zonlu koloniler
Aeromonas, yine 2-3 mm c¢aph kirmizi ve etrafi kirmizi zonlu koloniler Pseudomonas
olarak degerlendirilir. Genellikle kiiciik ve mukoid goriinlimlii koloniler ise
Enterobactericeae familyasia ait bakteriler olarak degerlendirilir (Anonymous 1994;
Akoglu 2006).

Can Termik Santral bolgesinde belirlenen istasyonlardan alinan toprak érneklerinin
1 grami, i¢inde 9 ml steril serum fizyolojik ¢6zeltisi bulunan deney tiiplerine aktarilmistir.
Karstiricida 5 dk kuvvetli bir sekilde karistirlmistir. Orneklerden 10 ™' den 10  a kadar
seri seyreltmeler hazirlanarak, 10” seyreltmeden itibaren GSP Agar besiyerine 0,1 ml
ekimler yapilmis ve 28 C° de 3 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda morfolojik olarak farkli olan koloniler secilmistir (Kim ve ark., 1998: Oztiirk
2007).

Petride iireyen, etrafi kirmizi zonlu koloniler Pseudomonas, genellikle kiiciik ve
mukoid goriinimlii koloniler ise Enterobacter olarak degerlendirildi. Secilen farkl

koloniler Nutrient Agar (NA) besiyerine ekilerek saf kiiltiirleri elde edilmistir.

3.2.3.2. Bacillus Genusuna Ait Bakterilerin izolasyonu

Bacillus genusuna ait bakteri tiirlerinin izolasyonu i¢in NA besiyeri kullanilmistir.
Ankara iline ait farkli semtlerden alinan toprak Orneklerinin 1 grami, i¢inde 9 ml steril
serum fizyolojik ¢Ozeltisi bulunan deney tiiplerine aktarilmistir. Karistiricida 5 dk kuvvetli
bir sekilde karistirilmigtir. Ornekler etiivde 65 °C’ de 60 dk tutularak vejetatif bakteri
formlarinin 6lmesi ve ortamda bu bakterilerin sporlu formlarimin kalmasi saglanmigtir.
Orneklerden 10 ™" den 10 ~ ye kadar seri seyreltmeler hazirlanarak, 10 ~ seyreltmeden
itibaren NA besiyerine 0,1 ml ekimler yapilmis ve 30 °C’ de 5 giin boyunca inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda morfolojik olarak farkli olan koloniler se¢ilmistir (Kim
ve ark., 1998: Oztiirk 2007).

Secilen farkli koloniler NA besiyerine ekilerek saf kiiltiirleri elde edilmistir.

3.2.4. MIC( Minimal inhibisyon Konsantrasyonu) Yéntemi ile Agir Metal
Direnclilik Diizeylerinin Belirlenmesi
Her sus i¢in dort farkli agir metalin ayr1 ayr1 minimal inhibisyon konsantrasyonlari

(MIC) hesaplanmigtir. Bunun i¢in 8 pg/mL’den 8192 pg/mL’ye kadar degisen
43



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Gorkem DULGER

konsantrasyonlarda ZnCl,, FeCl;6.H,O, Pb(NO;), ve CuSO; Mueller Hinton Broth
besiyeri kullanilarak bakterilerin minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 arastirilmistir.
Metallerin sulu ¢ozeltileri besi ortamina steril filtre (Whatmann, 0.2pm ¢apinda) araciligi
ile sterilizasyon isleminden gegirilerek ilave edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 0,5 McFarland
(1,5 x 10 ® hiicre/ml) standarda gore hazirlanip,0,1 ml olarak tiiplere aktarilmustir
(Giilcan, 20006).

Kontrol organizma olarak E. coli ATCC 10536 kiiltiirii kullanilmigtir. Denenen
bakteri susu kontrol organizmanin MIC degerinden daha yiiksek bir ortamda iiriiyorsa

direngli sayilmustir.

3.2.5. Bakteri Identifikasyonu

Yapilan MIC calismas1 sonucunda yiiksek diizeyde agir metal direncine sahip
oldugu belirlenen GSP agarda iireyen ve Pseudomonas ve Enterobacter genusuna ait
oldugu tahmin edilen bakterilerin ilk 6nce gram boyamalar1 yapildi ve gram negatif olan
bakteriler oksidaz testine tabi tutuldu ve oksidaz pozitif olanlar Pseudomonas, oksidaz
negatif olanlar ise Enterobacter olarak degerlendirildi ve Vitek II (Biomerieux) cihaz ile
identifikasyon yapildu.

Nutrient agarda iireyen agir metale direng gosteren bakterilerin gram boyamalari
yapildi ve bakteri hiicresinde tipik tek bir endospor goriilen suslar Bacillus olarak

degerlendirildi ve Vitek II (Biomerieux) cihazi ile identifikasyon yapildi.

3.2.6. Plazmid izolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Bakteri suslarindan, plazmid DNA izolasyonunda minipreparasyon metodu
kullanilmigtir (Dillon, 1985).

%1 lik agaroz jel hazirlanip igerisine 5 pL ethidium bromiir eklendikten sonra
elektroforez tankina dokiilmiistiir. DNA 6rnekleri 70 Volt’luk akim uygulanarak 3 saat
siire ile ylriitilmiistiir. Elektroforez bitiminde plazmid DNA’larin biiyiikligi Quantum

ST4 Jel goriintiileme cihazi ile belirlenmistir.

3.2.7. Agir Metallerin Biyosorpsiyonu

Biyosorpsiyon ¢alismasi i¢in MIC degeri en yiiksek ve plazmid igerdikleri saptanan
2 sus kullanilmistir. Bu suslar Enterobacter cloacea complex (izolat 10) ve Bacillus
mycoides (izolat 26)’ dir. Denenecek olan suslar 250 ml’lik Nutrient Broth besiyerinde 30

°C’de 18 saat inkiibe edilerek durgun faza ulagsmasi saglanmistir. Ardindan bakteri kiiltiirti
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10000 devir/dakika da 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriiliip siipernatant kismi
atilmistir. Hiicreler steril distile su ile birka¢ kez yikanmistir yikanmig olan hiicreler ayri
ayr;; 50 mL 2048 pg/mL Pb(NOs)2, 50 mL 512 pg/mL ZnCl;, 50 mL 512 pg/mL
Cu04S+5H,0, 50 mL 1024 pg/mL FeCl;«6H,0 igeren soliisyonlar igine 50’ ser mg inokiile
edilmistir. Kiiltiir calkalayicili inkiibatérde 150 devir/dakikada, 2 saatte bir 2 ml 6rnek
almak suretiyle, 30 °C’de 10 saat siireyle inkiibe edilmistir. Alinan Ornekler 10000
devir/dakika da 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriiliip, siipernatant kismindaki
agir metal konsantrasyonunun analiz edilmesi i¢in temiz ve steril eppendorf tiiplerine
aktarilip hacimleri 1,5 mL’ye tamamlanip vortekslendikten sonra steril falcon tiiplerine
aktarilarak son hacim 10 mL’ye tamamlanmistir.

Ornekler ICP’de analiz edilmek iizere buzdolabinda saklanmistir (Sevgi, 2007).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Topraktan Bakteri izolasyon Bulgular

Calismada A (40° 1dk 8sn N, 26° 58dk 11sn E), B (40° 1dk 27sn N, 26° 58dk 38sn
E), C (40° 1dk 28sn N, 26° 58dk 26sn E) ve D(40° 1dk 24sn N, 26° 58dk 49sn E)
isatasyonlar1 olmak {izere dort istasyon belirlenmistir. Belirlenen dort istasyondan yapilan
bakteri izolasyon calismasi sonucunda Enterobacter, Pseudomonas ve Bacillus genusuna
ait oldugunadan siiphelenilen toplam 345 adet bakteri izole edilmistir. A istasyonundaki
topraklardan 118, B istasyonundaki topraklardan 87, C istasyonundaki topraklardan 73, D

istasyonundaki topraklardan ise 67 adet bakteri izole edilmistir.

4.2. Toprak Orneklerinin ICP Analiz Degerleri

Can Termik Santral bolgesinden alinan toprak orneklerinin ICP Analiz sonuglari

asagidaki (¢izelge 4.1 ve cizelge 4.2) gibi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Toprak Orneklerinin mg/kg Tiiriinden Sonuglari

Toprak Ornekleri Pb Zn Fe Cu pH
A Istasyonu 64,4 165,44 26800,96 190,4 6.0
B istasyonu 54,24 222,52 22887,12 185,2 72
C istasyonu 66,96 138,84 25313,36 209,64 6,3
D istasyonu 56,12 123,4 21756,48 179,08 7.4
Kontrol Toprad 27,12 35,84 6583,6 24,04 7,8

Cizelge 4.2. Toprak Orneklerinin ppm Tiiriinden Sonuglari

Toprak Ornekleri Pb Zn Fe Cu pH
A lIstasyonu 1,617 4,136 670,024 4,76 6.0
B istasyonu 1,356 5.563 572,178 4,63 7,2
C Istasyonu 1,674 3,471 632,834 5,241 6,3
D lIstasyonu 1,403 3.085 543,912 4,477 7,4
Kontrol Toprag: 0,678 0,896 164,759 0,601 7,8
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A istasyonundan alinan toprak orneklerindeki agir metallerin mg/kg cinsinden
miktarlar1 Cu i¢in 190,4 mg/kg, Fe icin 26800,96 mg/kg, Pb i¢cin 64,4 mg/kg, Zn i¢inl165,
44 mg/kg olarak tespit edilmistir.

B istasyonundan alinan toprak orneklerindeki agir metallerin mg/kg cinsinden
miktarlari; Cu i¢in 185,2 mg/kg, Fe i¢cin 22887,12 mg/kg, Pb i¢in 54,24 mg/kg, Zn igin
222,52 mg/kg olarak tespit edilmistir.

C istasyonundan alinan toprak Orneklerindeki agir metallerin mg/kg cinsinden
miktarlart; Cu igin 209,64 mg/kg, Fe icin 25313,36 mg/kg, Pb 66,96 i¢in mg/kg, Zn igin
138,84 mg/kg olarak tespit edilmistir.

D istasyonundan alinan toprak orneklerindeki agir metallerin mg/kg cinsinden
miktarlart; Cu i¢in 179,08 mg/kg, Fe i¢cin 21756,48 mg/kg, Pb i¢in 56,12 mg/kg, Zn igin
123,4 mg/kg olarak tespit edilmistir.

Kontrol topragindan alinan toprak orneklerindeki agir metallerin mg/kg cinsinden
miktarlari; Cu icin 24,04 mg/kg, Fe icin 6583,6 mg/kg, Pb icin 27,12 mg/kg, Zn i¢in 35,84
mg/kg (ppm) olarak tespit edilmistir.

4.3. Bakterilerin Agir Metal Direnci ve identifikasyon Bulgular:

Yapilan MIC (minimal inhibisyon konsantrasyon) c¢alismasi sonucunda yiiksek
dirence sahip bakteriler belirlendi ve 37 adet bakteri kiiltiirii icin identifikasyon ¢alismasi
gergeklestirildi.

Direngli suslarin identifikasyon islemi Vitek II (Biomerieux) cihaz1 ile
gerceklestirildi. Cihazin identifikasyon sonuglarina bakildiginda ise her sus i¢in %95-%99
arasinda degisen oranlarda identifikasyonun gerceklestigi tespit edilmistir. Istasyonlardan
elde edilen direncli suslarin identifikasyon bulgular ¢izelge 4.2, ¢izelge 4.3, cizelge 4.4 ve

cizelge 5.5’ de verilmistir.
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Cizelge 4.3. A Istasyonundan izole Edilen ve Direng Gosteren Bakteriler

A istasyonundan izole Edilen ve Diren¢ Gosteren Bakteriler

Enterobacter cloacea complex (izolat 1)
Enterobacter aerogenes (izolat 2)
Enterobacter cloacea complex (izolat 3)
Enterobacter cloacea complex (izolat 4)
Enterobacter aerogenes (izolat 5)
Bacillus mycoides (izolat 6)
Brevibacillus laterosporus (izolat 7)

Bacillus vallismortis (izolat 8)

A istasyonundan izole edilen ve diren¢ goOsteren suslar; Enterobacter cloacea
complex (izolat 1), Enterobacter aerogenes (izolat 2), E. cloacea complex (izolat 3), E.
cloacea complex (izolat 4), E. aerogenes (izolat 5), Bacillus mycoides (izolat 6),

Brevibacillus laterosporus (izolat 7), Bacillus vallismortis (izolat 8) olarak tanilanmistir.

Cizelge 4.4. B Istasyonundan Izole Edilen ve Direng Gosteren Bakteriler

B istasyonundan izole Edilen ve Diren¢ Gosteren Bakteriler

Enterobacter cloacea complex (izolat 9)
Enterobacter cloacea complex (izolat 10)
Enterobacter cloacea complex (izolat 11)
Enterobacter cloacea complex (izolat 12)
Enterobacter cloacea complex (izolat 13)
Enterobacter cloacea complex (izolat 14)
Enterobacter cloacea complex (izolat 15)
Enterobacter aerogenes (izolat 16)
Enterobacter cloacea complex (izolat 17)
Brevibacillus laterosporus (izolat 18)
Brevibacillus laterosporus (izolat 19)
Bacillus mycoides (izolat 20)

Bacillus megaterium (izolat 21)

B istasyonundan izole edilen ve direng gosteren suslar; E. cloacea complex (izolat
9), E. cloacea complex (izolat 10), E. cloacea complex (izolat 11), E. cloacea complex

(izolat 12), E. cloacea complex (izolat 13), E. cloacea complex (izolat 14), E. cloacea
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complex (izolat 15), E. aerogenes (izolat 16), E. cloacea complex (izolat 17), B.
laterosporus (izolat 18), B. laterosporus (izolat 19), B. mycoides (izolat 20), Bacillus

megaterium (izolat 21) olarak tanilanmugtir.

Cizelge 4.5. C Istasyonundan Izole Edilen ve Diren¢ Gosteren Bakteriler

C Istasyonundan Izole Edilen ve Diren¢ Gosteren Bakteriler

Enterobacter cancerogenus (izolat 22)
Pseudomonas aeruginosa (izolat 23)
Bacillus mycoides (izolat 24)
Pseudomonas putida (izolat 25)
Bacillus mycoides (izolat 26)
Brevibacillus laterosporus (izolat 27)
Pseudomonas fluorescens (izolat 28)
Bacillus mycoides (izolat 29)

Pseudomonas aeruginosa (izolat 30)

Cizelge 4.4 de C istasyonundan izole edilen ve direng gosteren suslar;
Enterobacter cancerogenus (izolat 22), Pseudomonas aeruginosa (izolat 23), B. mycoides
(izolat 24), Pseudomonas putida (izolat 25), B. mycoides (izolat 26), B. laterosporus (izolat
27), Pseudomonas fluorescens (izolat 28), B. mycoides (izolat 29), P. aeruginosa (izolat

30) olarak tanilanmistir.

Cizelge 4.6. D istasyonundan izole Edilen ve Direng Gosteren Bakteriler

D istasyonundan izole Edilen ve Diren¢ Gosteren Bakteriler

Enterobacter aerogenes (izolat 31)
Enterobacter cancerogenus (izolat 32)
Bacillus megaterium (izolat 33)
Enterobacter cancerogenus (izolat 34)
Pseudomonas fluorescens (izolat 35)
Bacillus megaterium (izolat 36)

Bacillus megaterium (izolat 37)

Cizelge 4.5° de, D istasyonundan izole edilen ve direng gdsteren suglar; E.

aerogenes (izolat 31), E. cancerogenus (izolat 32), B. megaterium (izolat 33), E.

49



BOLUM 4 —- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Gorkem DULGER

cancerogenus (izolat 34), P. fluorescens (izolat 35), B. megaterium (izolat 36), B.

megaterium (izolat 37) olarak tanilanmistir.

A, B, C, D istasyonlarindan izole edilen bakterilerin agir metal direnglilik

diizeylerinin belirlenmesinde referans sus olarak kullanilan £. coli ATCC 10536 nin sahip

oldugu minimum inhibisyon katsayis1 degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Referans Sus E. coli ATCC 10536 Agir Metal Direnclilik Diizeyi

Referans Sus

MIC Degerleri (ng/mL)

Pb(NO3)2 FeCl36HzO ZIlClz CuSO4
E. coli ATCC 10536 256 512 512 128
A istasyonundan izole edilen bakterilerin

Konsantrasyon) degerleri Cizelge 4.3” de verilmistir.

Cizelge 4.8. A istasyonundan izole edilen bakterilerin

olusturdugu MIC degerleri

MIC (Minimal Inhibisyon

test edilen agir metallere karsi

A Istasyonu izolatlart MIC Degerleri (ng/mL)
Pb(NOs), FeCl;3.6.H,0O ZnCl, CuSO,
Enterobacter cloacea complex 256 2048 512 512
(izolat 1)
Enterobacter aerogenes 512 4096 1024 2048
(izolat 2)
Enterobacter cloacea complex 256 4096 512 1024
(izolat 3)
Enterobacter cloacea complex 256 2048 512 512
(izolat 4)
Enterobacter aerogenes 128 4096 2048 2048
(izolat 5)
Bacillus mycoides 1024 2048 2048 1024
(izolat 6)
Brevibacillus laterosporus 256 1024 512 1024
(izolat 7)
Bacillus vallismortis 512 2048 1024 512
(izolat 8)
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A istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek c¢ikan 8 bakterinin Pb(NOs), ¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.1°de verilmistir.

A Istasyonulzolatlar:
M E.aerogenes

ME.cloacea complex
B.laterosporus
M B. mycoides

m B.vallismortis

Sus Sayisi
=]

i I ‘ II
o] T T T L
64 128 256 512

1024

Kursun Konsantrasyonu [ng/mL)

Sekil 4.1. A Istasyonu izolatlarin Kursun Direnci

A istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin Pb(NOs), ¢dzeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde E. aerogenes (izolat 5)’in 128 pg/mL’ ye, E. cloacea
complex (izolat 1), E. cloacea complex (izolat 3), E. cloacea complex (izolat4) ve B.
laterosporus (izolat 7)’ nin, 256 pg/mL’ ye, E. aerogenes (izolat 2) ve B. vallismortis
(izolat 8)’ in 512 pg/mL’ ye ve B. mycoides (izolat 6)’ nin 1024 pg/mL’ ye direng
gosterdigi sonucuna varilmistir.

A istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek ¢ikan 8 bakterinin FeCls; 6.H,O c¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.2°de verilmistir.

A Istasyonu lzelatlan
M E. cloacea complex

B E. acrogeres
B. mycoidas

M B. [aterosporus

2 A | B. vallismortis

Sus Sayisi

256 512 1024 2048 4096

Demir Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.2. A Istasyonu izolatlarinin Demir Direnci
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A istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin FeCl; 6.H,O cozeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde B. laterosporus (izolat 7)’ un 1024 pg/mL’ ye, E.
cloacea complex (izolat 1), E. cloacea complex (izolat4), B. mycoides (izolat 6) ve B.
vallismortis (izolat 8)’ in 2048 pg/mL’ ye ve E. aerogenes (izolat 2), E. cloacea complex
(izolat 3) ve E. aerogenes (izolat 5)’ in 4096 pg/mL’ ye direng gosterdigi sonucuna
varilmstir.

A istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek cikan 8 bakterinin ZnCl, ¢ozeltisine karst degisen konsantrasyonlarda

olusturdugu direng Sekil 4.3°de verilmistir.

Alstasyonulzolatlan
BE. cloacea complex

4 BE. aerogenes
B.mycodes
HB.vallismortis
HB. laterosporus

3

Sus Savisi
(]

0

128 256 512 1024 2048
Cinko Konsantarsyonu (ng/mL)

Sekil 4.3. A Istasyonu izolatlarin Cinko Direnci

A istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin ZnCl, ¢ozeltisine kars
gosterdikleri direng incelendiginde E. cloacea complex (izolat 1), E. cloacea complex
(izolat 3), E. cloacea complex (izolat4) ve B. laterosporus (izolat 7)’ un 512 pg/mL’ ye, E.
aerogenes (izolat 2) ve B. vallismortis (izolat 8)’in 1024 pg/mL’ ye, E. aerogenes (izolat

5)’ in ve B. mycoides (izolat 6)’ in 2048 pg/mL’ ye direngli oldugu sonucuna varilmistir.
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A istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden

daha yiiksek cikan 8 bakterinin CuSO4 ¢ozeltisine karst degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.3°de verilmistir.

Ai.sta.wonu Tzolatlant BE. cloacea complex
37 BE. aerogenes
B. mycoides
W B. laterosporus
7% B B. vallismortis
>
1y}
v
W
@
l 4
0 T
128 256 512 1024 2048
Balar Konsantarsyonu (ng/mL)

Sekil 4.4. A Istasyonu izolatlarinin Bakir Direnci

A istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin CuSOy4 ¢ozeltisine karst
gosterdikleri direng incelendiginde E. cloacea complex (izolat 1), E. cloacea complex
(izolat4) ve B. vallismortis (izolat 8)’in 512 ug/mL’ ye, E. cloacea complex (izolat 3), B.
mycoides (izolat 6) ve B. laterosporus (izolat 7)’ un 1024 ng/mL’ ye, E. aerogenes (izolat
2)’in ve E. aerogenes (izolat 5)’ in 2048 pg/mL’ ye direngli oldugu tespit edilmistir.
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B istasyonundan izole edilen bakterilerin MIC (Minimal Inhibisyon

Konsantrasyon) degerleri Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelge 4.9. B istasyonundan izole edilen bakterilerin test edilen agir metallere karsi

olusturdugu MIC degerleri

B Istasyonu Izolatlar: MIC Degerleri (ng/mL)
Pb(NOs), FeCl; 6.H,0O ZnCl, CuSO,

Enterobacter cloacea complex 1024 4096 1024 2048
(izolat 9)

Enterobacter cloacea complex 4096 8192 4096 2048
(izolat 10)

Enterobacter cloacea complex 512 4096 2048 1024
(izolat 11)

Enterobacter cloacea complex 512 2048 512 512
(izolat 12)

Enterobacter cloaceae complex 4096 8192 4096 1024
(izolat 13)

Enterobacter cloacea complex 1024 4096 1024 2048
(izolat 14)

Enterobacter cloacea complex 512 4096 2048 1024
(izolat 15)

Enterobacter aerogenes 1024 4096 2048 2048
(izolat 16)

Enterobacter cloacea complex 512 2048 512 1024
(izolat 17)

Brevibacillus laterosporus 256 2048 1024 1024
(izolat 18)

Brevibacillus laterosporus 256 4096 512 1024
(izolat 19)

Bacillus mycoides 1024 4096 512 1024
(izolat 20)

Bacillus megaterium 512 4096 1024 1024
(izolat 21)
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B istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek c¢ikan 13 bakterinin Pb(NOs), ¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.5’de verilmistir.

B Istasyonu Izolatlan B . cloacea complex

5 7 ME. aerogenes
B. laterosporus
4 1 W B. mycoides
W B. megaterium
a3 |
g3
1]
Vi
5
a2
1
O T T 1

256 512 1024 2048 4096

Kursun Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.5. B Istasyonu Izolatlarinin Kursun Direnci

B istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin Pb(NOs), ¢ozeltisine karst
gosterdikleri direng incelendiginde B. laterosporus (izolat 18) ve B. laterosporus (izolat
19)’ un 256 pg/mL’ ye, E. cloacea complex (izolat 11), E. cloacea complex (izolat 12), E.
cloacea complex (izolat 15), E. cloacea complex (izolat 17) ve B. megaterium (izolat 21)’
un 512 pg/mL’ ye, E. cloacea complex (izolat 9), E. cloacea complex (izolat 14), E.
aerogenes (izolat 16) ve B. mycoides (izolat 20)’ in 1024 pg/mL’ ye, E. cloacea complex
(izolat 10) ve E. cloacea complex (izolat 13)’in 4096 pg/mL’ ye direng gosterdigi

sonucuna varilmistir.
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B istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek ¢ikan 13 bakterinin FeCls; 6.H,O ¢ozeltisine karst degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.6’da verilmistir.

5 -
B IstasyonuIzolatlan
4 B E cloacea complex
B E aerogenes
53 B. mycoides
f B B. laterosporus
®
5“2 | B. vallismortis
()]
1 i
0 T
512 1024 2048 4036 8192
Demir Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.6. B Istasyonu Izolatlarinin Demir Direnci

B istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin FeCls; 6.H,O ¢ozeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde E. cloacea complex (izolat 12), E. cloacea complex
(izolat 17) ve B. laterosporus (izolat 18)’in 2048 ug/mL’ ye, E. cloacea complex (izolat 9),
E. cloacea complex (izolat 14), E. cloacea complex (izolat 11), E. cloacea complex (izolat
15), E. aerogenes (izolat 16), B. laterosporus (izolat 19), B. mycoides (izolat 20) ve B.
megaterium (izolat 21)’ in 4096 ng/mL’ ye, E. cloacea complex (izolat 10) ve E. cloacea

complex (izolat 13)’in 8192 pg/mL’ ye direngli oldugu tespit edilmistir.
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B istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek c¢ikan 13 bakterinin ZnCl, ¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda

olusturdugu direng Sekil 4.7°de verilmistir.

3 . .
B Istasyonu [zolatlan
BE. cloacea complex
B E. aerogenes
B. mycoides
5 2 W B. laterosporus
o HB. vallismortis
)]
n
3
7]
l 4
0 1
256 512 1024 2048 4096
Cinko Konsantrasyonu (ug/L)

Sekil 4.7. B Istasyonu Izolatlarinin Cinko Direnci

B istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin ZnCl, ¢ozeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde E. cloacea complex (izolat 12), E. cloacea complex
(izolat 17), B. laterosporus (izolat 19) ve B. mycoides (izolat 20)’ in 512 pg/mL’ ye, E.
cloacea complex (izolat 9), E. cloacea complex (izolat 14), B. laterosporus (izolat 18) ve
B. megaterium (izolat 21)’ un 1024 ng/mL’ye, E. cloacea complex (izolat 11), E. cloacea
complex (izolat 15) ve E. aerogenes (izolat 16)’ in 2048 pg/mL’ ye, E. cloacea complex
(izolat 10) ve E. cloacea complex (izolat 13)’ in 8192 pg/mL’ ye direngli oldugu sonucuna

varilmstir.
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B istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek cikan 13 bakterinin CuSO4 cozeltisine karst degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.8’de verilmistir.

B IstasyonuIzolatlar:
B E cloacea complex

B E aerogenes
4 - B. myccides
M B. laterosporus

3 A m B.vallismortis

Sus Sayisi

1 | I
O T T T

128 256 512 1024 2048
Bakir Konsantrasyonu (jig/mL)

Sekil 4.8. B Istasyonu Izolatlarmin Bakir Direnci

B istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin CuSOj4 c¢ozeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde E. cloacea complex (izolat 12)’ in 512 pg/mL’ ye, E.
cloacea complex (izolat 11), E. cloacea complex (izolat 13), E. cloacea complex (izolat
15), E. cloacea complex (izolat 17), B. laterosporus (izolat 18), B. laterosporus (izolat 19),
B. mycoides (izolat 20) ve B. megaterium (izolat 21)’ un 1024 pg/mL’ ye, E. cloacea
complex (izolat 9), E. cloacea complex (izolat 10), E. cloacea complex (izolat 14) ve E.

aerogenes (izolat 16)’ in 2048 pug/mL’ ye direngli oldugu tespit edilmistir.
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C istasyonundan izole edilen bakterilerin MIC(Minimal inhibisyon Konsantrasyon)

degerleri Cizelge 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.10. C istasyonundan izole edilen bakterilerin test edilen agir metallere karsi

olusturdugu MIC degerleri

C Istasyonu izolatlar1 MIC Degerleri (ug/mL)
Pb(NO;), FeCl; 6.H,O ZnCl, CuSO,
Enterobacter cancerogenus 1024 4096 1024 2048
(izolat 22)
Pseudomonas aeruginosa 512 4096 2048 1024
(izolat 23)
Bacillus mycoides 1024 4096 1024 1024
(izolat 24)
Pseudomonas putida 1024 2048 512 1024
(izolat 25)
Bacillus mycoides 2048 2048 1024 512
(izolat 26)
Brevibacillus laterosporus 256 4096 512 1024
(izolat 27)
Pseudomonas fluorescens 512 2048 1024 2048
(izolat 28)
Bacillus mycoides 1024 4096 1024 1024
(izolat 29)
Pseudomonas aeruginosa 512 1024 2048 1024
(izolat 30)
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C istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek c¢ikan 9 bakterinin Pb(NOs), ¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.9°da verilmistir.

C IstasyonuIzolatlan
B E. cancerogerus

B P. aeruginosa
B B. mycoides
B P. putida
-2 M B. laterosporus
% P. flourescens
5]
g
1
0 . . . .

64 128 256 512 1024 2048

Kursun Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.9. C Istasyonu Izolatlarinin Kursun Direnci

C istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin Pb(NOs), ¢dzeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde B. laterosporus (izolat 27)’ nin 256 ug/mL’ ye, P.
aeruginosa (izolat 23), P. fluorescens (izolat 28) ve P. aeruginosa (izolat 30)’ un 512
ug/mL’ ye, E. cancerogenus (izolat 22), B. mycoides (izolat 24), P. putida (izolat 25) ve B.
mycoides (izolat 29) 1024 ng/mL’ ye, B. mycoides (izolat 26)’ in 2048 pg/mL’ ye direng
gosterdigi sonucuna varilmistir.

C istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek ¢ikan 9 bakterinin FeCl; 6.H,O c¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.10°da verilmistir.
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C Istasyonu Izolatlar W E. cancerogenus

HP.aeruginosa
WP putida
WP.flourescens
mB. mycoides

2 -

M B laterosporus
1_ ‘
0] T

T T T
128 256 512 1024 2048 40956
Demir Konsantrasyonu (1g/mL)

Sus Savisi

Sekil 4.10. C istasyonu Izolatlarinin Demir Direnci

C istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin FeCl; 6.H,O c¢ozeltisine karst
gosterdikleri direng¢ incelendiginde P. aeruginosa (izolat 30)’ un 1024 pg/mL’ ye, P.
putida (izolat 25), B. mycoides (izolat 26) ve P. fluorescens (izolat 28)’ in 2048 pg/mL’ ye,
E. cancerogenus (izolat 22), P. aeruginosa (izolat 23), B. mycoides (izolat 24), B.
laterosporus (izolat 27) ve B. mycoides (izolat 29)’ in 4096 pg/mL’ ye direngli oldugu
tespit edilmisgtir.

C istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek cikan 9 bakterinin ZnCl, cozeltisine karst degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.11°de verilmistir.

3 C istas:vonuizolatlarl
M E. cancerogenus
WP. zeruginosa
W P. putida
5 mP. flourescens
W B. mycoides
% W B. laterosporus
wy
e
3
wy
1 -
O T T T
64 123 256 512 1024 2048
Cinko Konsantrasyonu (ng/mlL)

Sekil 4.11. C Istasyonu Izolatlarmin Cinko Direnci
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C istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin ZnCl, ¢06zeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde P. putida (izolat 25) ve B. laterosporus (izolat 27)’ un
512 pg/mL’ ye, E. cancerogenus (izolat 22), B. mycoides (izolat 24), B. mycoides (izolat 26),
P. fluorescens (izolat 28) ve B. mycoides (izolat 29)’ in 1024 ug/mL’ ye, P. aeruginosa
(izolat 23) ve P. aeruginosa (izolat 30)’ un 2048 ug/mL’ ye direngli oldugu sonucuna
varilmstir.

C istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek ¢ikan 9 bakterinin CuSO4 ¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda

olusturdugu direng Sekil 4.12°de verilmistir.

C Istasyonu Izolatlan B L. cancerogenus

37 W P. aeruginosa
W P. putida
W P. flourescens
B B. mycoides
7 27 B. laterosparus
>
1]
v
un
&
1 4
0 T T T

64 128 256 512 1024 2048
Bakir Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.12. C Istasyonu Izolatlarmin Bakir Direnci

C istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin CuSO, ¢ozeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde B. mycoides (izolat 26)’ in 512 pg/mL’ ye, P.
aeruginosa (izolat 23), B. mycoides (izolat 24), P. putida (izolat 25), B. laterosporus
(izolat 27), B. mycoides (izolat 29) ve P. aeruginosa (izolat 30)’ un 1024 pg/mL’ ye, E.
cancerogenus (izolat 22) ve P. fluorescens (izolat 28)’in 2048 pg/mL’ ye direngli oldugu
tespit edilmistir.
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D istasyonundan izole edilen bakterilerin MIC (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon)

degerleri Cizelge 4.6’ de verilmistir.

Cizelge 4.11. D istasyonundan izole edilen bakterilerin test edilen agir metallere karsi

olusturdugu MIC degerleri

D lstasyonu izolatlar MIC Degerleri (ng/mL)
Pb(NOs), FeCl;.6.H,O ZnCl, CuSOy
Enterobacter aerogenes 128 2048 1024 2048
(izolat 31)
Enterobacter cancerogenus 512 4096 512 1024
(izolat 32)
Bacillus megaterium 1024 4096 1024 1024
(izolat 33)
Enterobacter cancerogenus 1024 4096 1024 2048
(izolat 34)
Pseudomonas fluorescens 128 2048 1024 512
(izolat 35)
Bacillus megaterium 512 4096 1024 2048
(izolat 36)
Pseudomonas aeruginosa 512 4096 2048 1024
(izolat 37)

D istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek c¢ikan 7 bakterinin Pb(NOs), ¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.13’de verilmistir.

D Istasyonu lzolatlar:
5 B L. aerogenes
B E. cancerogenus
B. megaterium
W P. fourescens
a W P. aeruginosa
>
Al
[0
=
O I I I I I
64 128 256 512 1024
Kursun Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.13. D Istasyonu Izolatlariin Kursun Direnci
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D istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin Pb(NO;), ¢ozeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde E. aerogenes (izolat 31)’ in ve P. fluorescens (izolat
35)’in 128 ug/mL’ ye, E. cancerogenus (izolat 32), B. megaterium (izolat 36) ve P.
aeruginosa (izolat 37)’ nin 512 pg/mL’ ye, B. megaterium (izolat 33) ve E. cancerogenus
(izolat 34)’ un 1024 pg/mL’ ye direng gosterdigi sonucuna varilmistir.

D istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek ¢ikan 7 bakterinin FeCls; 6.H,O c¢ozeltisine karsi degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.14’de verilmistir.

D IstasyonuIzolatlar mE. acrogenes

2 mE. cancerogenus
B. megaterium

mPaeruginosa

mP. flourescens

Sus Sayisi
[

64 128 256 512 1024
Demir Konsantrasyonu (ng/mkL)

Sekil 4.14. D Istasyonu Izolatlarinin Demir Direnci

D 1stasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin FeCl; 6.H,O ¢6zeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde E. aerogenes (izolat 31)’ in ve P. fluorescens (izolat
35)’in 2048 pg/mL’ ye, E. cancerogenus (izolat 32), B. megaterium (izolat 33), E.
cancerogenus (izolat 34), B. megaterium (izolat 36) ve P. aeruginosa (izolat 37)’ nin 4096
png/mL’ ye direngli oldugu tespit edilmistir.

D istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek cikan 7 bakterinin ZnCl, cozeltisine karst degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.15°de verilmistir.
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3 -
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128 256 512 1024 2048
Cinko Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.15. D Istasyonu Izolatlarinin Cinko Direnci

D istasyonu topraklarindan izole edilen bakterilerin ZnCl, ¢ozeltisine karsi
gosterdikleri direng incelendiginde E. cancerogenus (izolat 32)’ nin 512 pg/mL, E.
aerogenes (izolat 31), B. megaterium (izolat 33), P. fluorescens (izolat 35), E.
cancerogenus (izolat 34) ve B. megaterium (izolat 36)’ un 1024 pg/mL’ ye, P. aeruginosa
(izolat 37)’ nin 2048 pg/mL’ ye direngli oldugu sonucuna varilmistir.

D istasyonundan izole edilen ve referans sus E. coli 10536’ nin MIC degerinden
daha yiiksek cikan 7 bakterinin CuSO, ¢ozeltisine karst degisen konsantrasyonlarda
olusturdugu direng Sekil 4.15°de verilmistir.

2 - . .
D Istasyonu Izelatlan BE. aerogenes
W E. cancerogenus
B. megaterium
B P. aeruginosz
g W P. flourescens
1]
wn 1l
un
3
"]
0 . |
128 256 512 1024 2048
Bakir Konsantrasyonu (g/iL)

Sekil 4.16. D Istasyonu Izolatlarinin Bakir Direnci
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D istasyonundan alman topraklardan izole edilen bakterilerin CuSO4 ¢ozeltisine
kars1 gosterdikleri direng incelendiginde P. fluorescens (izolat 35) 512 pg/mL’ ye, E.
cancerogenus (izolat 32), B. megaterium (izolat 33) ve P. aeruginosa (izolat 37)’ nin 1024
ug/mL’ ye, E. cancerogenus (izolat 34)’ un 2048 pg/mL’ ye direncli oldugu tespit

edilmistir.

4.4. Agir Metale Diren¢ Gosteren Bakterilerin Plazmid Profillerinin
Belirlenmesi

Calismada belirlenen bolgelerden izole edilen ve agir metale direng gosterdigi
belirlenen 37 bakterinin plazmid izolasyonu gerceklestirildi. Izolatlarn plazmid
biiyiikliikleri marker DNA’ya (Fermentas pUC mix marker) gore belirlenmistir. Agaroz jel

elektroforezi sonucunda 18 bakterinin plazmid igerdigi tespit edilmistir.

Les726p 108y 12813bp | 14235bo | {3204bp 14733bg 1520800

Sekil 4.17. Direng gdosteren suslarin plazmid icerikleri [Nol: Marker DNA, No2: E.
cancerogenus (izolat 22) , No3: E. aerogenes (izolat 2), No4: B. mycoides (izolat 24), No5:
P. putida (izolat 25), No6: B. mycoides (izolat 26), No7: E. aerogenes (izolat 2) NoS8: P.
flourescens (izolat 28), No9: B. mycoides (izolat 29), Nol0: P. aeruginosa (izolat 23)
Noll: B. laterosporus (izolat 19), No12: B. mycoides (izolat 6).]

Sekil 4.17°de agaroz jel elektroforezi ile yapilan plazmid DNA belirleme ¢alismast
sonucunda 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11 ve 12 nolu kuyucuklarda toplam 9 adet plazmid DNA
gorlintiilenmistir. 2 nolu kuyucukta E. cancerogenus (izolat 22)’a ait ~ 16572 bp
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bliyiikliigiinde 1 adet plazmid saptanmustir. 4 nolu kuyucukta B. mycoides (izolat 24)’ e ait
~ 14408 bp biiyiikliigiinde 1 adet plazmid goriintiilenmistir. 5 nolu kuyucukta P. putida
(izolat 25)’ya ait ~ 12813 bp biiyiikliigiinde 1 adet plazmid saptanmistir. 6 nolu kuyucukta
B. mycoides (izolat 26)’ e ait ~ 14235 bp biiyiikliigiinde 1 adet plazmidin oldugu
gozlenmistir. 7 nolu kuyucukta E. aerogenes (izolat 2)’ de ~ 13204 bp biiyiikliglinde 1
adet plazmid satanmistir. 8 nolu kuyucukta P. flourescens (izolat 28)’e ait ~ 14733 bp
biiytikliigiinde 1 adet plazmid saptanmistir. 9 nolu kuyucukta B. mycoides (izolat 29)’ e ait
~ 15208 bp biiyiikliigiinde plazmid belirlenmistir. 11 nolu kuyucukta B. laterosporus
(izolat 19)’ da ~ 12607 bp biiyiikliigiinde 1 adet plazmid saptanirken 12 nolu kuyucukta B.
mycoides (izolat 6)’ya ait ~ 11203 bp biiylkligiinde ladet plazmid bulundugu
gbzlenmistir. 3 nolu kuyucukta E. aerogenes (izolat 2) ve 10 nolu kuyucukta P. aeruginosa

(izolat 23)’ da plazmid DNA rastlanmamugtir.

16503bp " /17243 bp

@

S &

Sekil 4.18. Direng gosteren suslarin plazmid igerikleri [Nol:Marker DNA, No2: E.
cancerogenus (izolat 34), No3: E. cloaceae complex (izolat 3), No4: E. cloaceae complex
(izolat 4) No5: P. aeruginosa (izolat 37), No6:E. cloaceae complex (izolat 10), No7: E.
cloaceae complex (izolat 12), No8: B. megaterium (izolat 21), No9: B. megaterium (izolat
36), Nol0: B. vallismortis (izolat 8), Noll: B. laterosporus (izolat 27), Nol2:E. cloaceae

complex (izolat 11).]

Sekil 4.18’de agaroz jel elektroforezi ile yapilan plazmid DNA belirleme ¢alismasi
sonucunda 2, 5, 6, 9, 10 ve 12 nolu kuyucuklarda toplam 6 adet plazmid DNA
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gorlintiilenmistir. 2 nolu kuyucukta E. cancerogenus (izolat 34)’ ait ~ 15874 bp
biiylikliigiinde 1 adet plazmid DNA, 5 nolu kuyucukta P. aeruginosa (izolat 37)’ da ~
16503 bp biiyiikligiinde 1 adet plazmid DNA, 6 nolu kuyucukta E. cloaceae complex
(izolat 10)’de ~ 17243 bp biyikliigiinde 1 adet plazmid DNA, 9 nolu kuyucukta B.
megaterium (izolat 36)’a ait ~ 17503 bp biiyiiklglinde 1 adet plazmid DNA, 10 nolu
kuyucukta B. vallismortis (izolat 8)’ e ait ~ 22308 bp biiyiikliiglinde 1 adet plazmid ve 12
nolu kuyucukta E. cloaceae complex (izolat 11)’ e ait ~ 18328 bp biiyiikliiglinde 1 adet
plazmid DNA gozlenmistir. No3: E. cloaceae complex (izolat 3), No4: E. cloaceae
complex (izolat 4), No7: E. cloaceae complex (izolat 12), No8: B. megaterium (izolat 21)

ve Nol1: B. laterosporus (izolat 27) suslarinda ise herhangi bir plazmid saptanmamuistir.

Sekil 4.19. Direng gosteren suslarin plazmid igerikleri [Nol: Marker DNA, No2: E.
aerogenes (izolat 5), No3: B. laterosporus (izolat 7), No4:B. mycoides (izolat 20),No5: E.
cloaceae complex (izolat 9), No6: E. cloaceae complex (izolat 13), No 7: B. laterosporus
(izolat 18), No8: E. aerogenes (izolat 16), No9: E. cloaceae complex (izolat 14), Nol0: P.
aeruginosa (izolat 30), Nol1: B. megaterium (izolat 33), Nol2: P. fluorescens (izolat 35).]

Sekil 4.19°de agaroz jel elektroforezi ile yapilan plazmid DNA belirleme
calismasi sonucunda 4,8 ve 9 nolu kuyucuklarda toplam 3 adet plazmid DNA
gorlintiilenmistir. 4 nolu kuyucukta B. mycoides (izolat 20)’ e ait ~ 15448 bp
biiytikliigiinde 1 adet plazmid saptanmistir. 8 nolu kuyucukta E. aerogenes (izolat 16)’ e ait
~ 19383 bp biiyiikliiglinde 1 adet plazmid ve 9 nolu kuyucukta E. cloacea complex (izolat
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14)’ e ait ~ 18264 bp biiyiikliigiinde 1 adet plazmid saptanmistir. 2 nolu kuyucukta E.
aerogenes (izolat 5)’ e ait, 3 nolu kuyucuktaki B. laterosporus (izolat 7)’a ait, 5 nolu
kuyucukta: E. cloaceae complex (izolat 9)’ e ait, 6 nolu kuyucukta E. cloaceae complex
(izolat 13)’e ait, 7 nolu kuyucukta B. laterosporus (izolat 18)’ a ait, 10 nolu kuyucukta P.
aeruginosa (izolat 30)’ya ait, 11 nolu kuyucukta B. megaterium (izolat 33)’ a ait, 12 nolu

kuyucukta Ps. fluorescens (izolat 35)’ e ait plazmid DNA’ ya saptanmamustir.

Sekil 4.20. Direng gosteren suslarin plazmid igerikleri [Nol: Marker DNA, No2: E.
cloaceae complex (izolat 15), No3: E. cloacea complex (izolat 17), No4: E. aerogenes

(izolat 31), NoS5: E. cancerogenus (izolat 32)]

Sekil 4.20° de agaroz jel elektroforezi ile yapilan plazmid DNA belirleme ¢aligmasi
sonucunda; 2 nolu kuyucukta E. cloacea complex (izolat 15)’ e ait, 3 nolu kuyucukta FE.
cloacea complex (izolat 17)’e ait, 4 nolu kuyucukta E. aerogenes (izolat 31)’ e ait, 5 nolu
kuyucukta E. cancerogenus (izolat 32)’ a ait plazmid DNA’ya saptanmamugtir.

Referans sus E. coli 10536 baz alinarak yapilan agir metal direnclilik tespiti
sonucunda yiiksek diizeyde diren¢ gosteren 37 adet bakterinin Plazmid DNA izolasyon
calismas1 sonucunda 18 bakteride plazmid varligi saptanirken, 19’unda plazmid
saptanamamigtir. izole edilen bakterilerin gosterdikleri agir metal direng 6zelliklerinin
plazmid veya kromozomal olduklar tespit edilmistir. Kromozom disinda, bakterilerde
bulunan hiicreye bazi 6nemli 6zellikler kazandiran ve bu 6zellikleri genetik kontrol altinda

tutan plazmidler bulunmaktadirlar. Plazmidler mikroorganizmalara antibiyotik ve agir
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metal direncliligi gibi 6zellikler kazandirmaktadirlar ve tizerinde 1-2 veya daha fazla gen
tagiyabilirler (Bilgehan, 2002). Plazmid biyiikliikleri 1-2 milyon dalton arasinda
degisebildigi belirtilmektedir (Akman, 1983; Olgun ve Topal, 1999). Plazmidler bir
bakteride kendiliginden olusabildigi gibi bir baska bakteriden aktarilma yolu ile meydana
gelebilirler. Bir plazmid hiicrede kendiliginden kaybolabilecegi gibi kimyasal ve fiziksel
yollarla da yok olabilirler (Bilgehan, 2002).

4.5. Secilen izolatlarin Biyosorpsiyon Bulgulari

E. cloacea complex (izolat 10) ve B. mycoides (izolat 26)’ in 2’ser saat ara
ile gosterdigi metal adsorpsiyon diizeyleri sekil 4.21, sekil 4.22, sekil 4.23, sekil 4.24, sekil
4.25, sekil 4.26, sekil 4.27, sekil 4.28” de verilmistir.

Fe Adsorpsiyon Hizi ¥ =-0,3654x+5,0005
R2 = 0,9091
°3
E 5
o
=
= 4 -
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= 2
=
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=
=]
u‘ 0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Zaman/saat

Sekil 4.21. Enterobacter cloacea complex (izolat 10) susunun demir biyosorpsiyonu

sliresince zamana bagli adsorpsiyon hiz degisimi.
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Fe Adsorpsiyon Hizi y = 0,2204x + 4,6405
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Sekil 4.22. Bacillus mycoides (izolat 26) susunun demir biyosorpsiyonu siiresince zamana

bagli adsorpsiyon hiz degisimi

v~ o

(¥

Cozeltideki Zn Derigimi (ppm)
= [ w =

o

*—l

Zn Adsorpsiyon Hizi

y =-0,3806x + 6,2595
R?=0,9254

Zaman/saat

10 12

Sekil 4.23. Enterobacter cloacea complex (izolat 10) susunun ¢inko biyosorpsiyonu

stiresince zamana bagli adsorpsiyon hiz degisimi.

71



BOLUM 4 —- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Gorkem DULGER

Zn Adsorpsiyon Hizi
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Sekil 4.24. Bacillus mycoides (izolat 26) susunun ¢inko biyosorpsiyonu siiresince zamana

bagli adsorpsiyon hiz degisimi.

Cu Adsorpsiyon Hizi y =-0,2266x+ 3,3329
4 % R?=0,8075
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Sekil 4.25. Enterobacter cloacea complex (izolat 10) susunun bakir biyosorpsiyonu

sliresince zamana bagli adsorpsiyon hiz degisimi.
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Sekil 4.26. Bacillus mycoides (izolat 26) susunun bakir biyosorpsiyonu siiresince zamana

bagli adsorpsiyon hiz degisimi.

8 Pb Adsorpsiyon Hizi y--0,4821x+6,3324
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Sekil 4.27. Enterobacter cloacea complex (izolat 10) susunun kursun biyosorpsiyonu

stiresince zamana bagli adsorpsiyon hiz degisimi
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9 .
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Sekil 4.28. Bacillus mycoides (izolat 26) susunun kursun biyosorpsiyonu siiresince zamana

bagli adsorpsiyon hiz degisimi.

Bakterilerin metal adsorpsiyon hizlarz;
Hiz:Dc/dt = -a.b.e”" diferansiyelinden t = 0 anina gére maksimum adsorpsiyon hizi

ppm/saat cinsinden hesaplanmustir.

E. cloacea complex (izolat 10)’in demir i¢in adsorpsiyon hizi;
Demir Adsorpsiyon Hizi: -a.b.e” = -5,005 x (-0,3654) x 1 = 1,82 ppm/saat (50 mg
bakteri i¢in)
a=5,005
b=-0,3654

Bulunan bu deger 50 mg bakteri i¢indir. Bu deger 20 ile ¢arpilmistir ve 1 g demir
i¢in adsorpsiyon hizi ppm/saat olarak hesaplanmistir.

1 g Demir Adsorpsiyon Hiz1=/,82 x 20 =36,4 ppm/saat

E. cloacea complex (izolat 10) ve B. mycoides (izolat 26) suslarinin Pb, Fe, Zn, Cu

metallerini adsorplama hizlar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Agir metallerin adsorpsiyon hizlar1 (ppm/saat)

Adsorpsiyon Hizlar:

Mikroorganizmalar Fe Pb Zn | Cu

Enterobacter cloacea complex | 36,4 | 61,05 |47,64 15,10
(izolat 10)

Bacillus mycoides (izolat 26) | 20,45 |57,52 |61,02 |16,39

Yapilan biyosorpsiyon c¢aligmasi sonucunda E. cloacea complex (izolat 10)’in Fe,
Pb, Zn ve Cu metalleri arasinda en yiiksekte en diisiige dogru adsorpsiyon hizi sirasi ile
Pb,Zn,Fe,Cu olarak hesaplanmistir. B. mycoides (izolat 26)’in adsropsiyon hizi
Zn,Pb,Fe,Cu olarak hesaplanmistir.

A, B, C ve D istasyonlarindan alinan toprak orneklerinin ICP cihazi ile analizi
sonucundan agir metal iceriklerinin kontrol topragina oranla olduk¢a yiiksek ¢iktigi
saptanmistir. Bu degerler Cevre ve Orman Bakanliginin diizenlemis oldugu Toprak
Kirliliginin Kontrolii Yonetmeligi® nin belirledigi sinir degerlerine oranla kiyaslandiginda
A ve C istasyonlarindaki kursun oraninin sinir degerlerinin iistiinde ¢iktig1 gozlenirken, A,
B, C, D istasyonlarinda bulunan bakir, kursun, ¢inko ve demir oraninin ise sinir
degerlerine yakin oldugu gdzlenmistir. Istasyonlardan alinan toprak drneklerinde sirasi ile
en fazla bulunan metalin demir oldugu ve bunu takiben bakir, ¢cinko ve kursunun kontrol
topragina kiyasla oldukea yiiksek diizeyde bulundugu tespit edilmistir.

A istasyonundan alman toprak 6rneginde bulunan Pb", Zn", Cu” ve Fe' metal iyon
diizeylerinin diger istasyonlara oranla oldukca yiiksek oldugu gézlenmistir. Bunun nedeni
olarak hakim olan riizgar yOniinlin topraktaki agir metal oranini arttirdigi sdylenebilir.
Termik santrallerden salinan toksik agir metaller Ozellikle hakim rlizgar yoOniinde
maksimum Kkirliligin olusacag1 yerdeki toprakta, suda birikip sinir degerinin iizerine ¢iktig1
zaman o toprakta tarim yapilamaz ve o su, igme suyu olarak kullanilamaz. Agir metal
bakimindan kirlenmis toprakta tarim yapmak oldukca risklidir. (Algan ve Bilen, 2005)

Karaca (1997), Afsin-Elbistan Termik santralinde yapmis oldugu ¢aligmada genel
olarak hakim riizgar yoniinden alinan 6rneklerin iz element ve agir metal igeriklerini, ¢cevre
koylerden alinan 6rneklere kiyasla yiiksek bulmus, 6zellikle santrale yakin mesafelerde

konsantrasyonlar oldukca artig gostermistir. Yapilan korelasyon analizlerine gore, hakim
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riizgar yoniinde alinan topraklarin iireaz, asit ve alkalin fosfataz aktiviteleri ile Fe harig¢
diger biitiin iz elementlerin ve agir metal, azot, KDK arasinda 6nemli negatif, organik
madde ve pH ile de pozitif korelasyon belirlenmistir. Arastirmacinin ¢alismasinda riizgar
yOniiniin hakimiyetinin etkisi bu tez ¢aligmasinda tespit edilen veriler ile de paralellik
gostermektedir.

Can Termik Santral bolgesindeki topraklardan izole edilen bakterilerin 37 tanesi
referans sus olan E. coli ATCC 10536 susunun kursun, demir, bakir ve ¢inko metallerine
kars1 olusturdugu direngten daha yiiksek diizeyde diren¢ olusturmuslardir. Bu durum 37
izolatin genomik ve ya plazmid kollu olabilen agir metallere diren¢ genlerini tasidigin
gostermektedir.

A istasyonu izolatlarindan E. aerogenes (izolat 5)’in minimum inhibisyon
konsantrasyon diizeyi, kontrol mikroorganizma E. coli 11230 ile kiyaslandiginda Pb’a
diren¢ olusmadig1 gozlenirken, Fe, Zn, Cu metallerine kars1 oldukea iyi direng olusturdugu
gozlenmistir. Yine aym bolge izolatlar1 olan E. aerogenes (izolat2), E. cloacea complex
(izolat 1), E. cloaceae complex (izolat 3), E. cloacea complex (izolat 4), B. laterosporus
(izolat 7), B. vallismortis (izolat 8)’in minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri,
kontrol organizmanin degerleri ile karsilastirildiginda Pb esit diizeyde ¢ikarken, Fe, Zn, Cu
metallerine karst minimum inhibisyon konsantrasyon degerlerinin daha yiiksek oldugu
saptanmistir. E. aerogenes (izolat 2) ve B. mycoides (izolat 6)’nin ise referans sus baz
alindiginda Pb, Cu, Fe ve Zn’ya kars1 direng gosterdigi saptanmustir.

B istasyonundan izole edilen suslardan B. laterosporus (izolat 18), B. laterosporus
(izolat 19)’un Pb’ na karsi olusturduklari minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri,
referans sus ile esit cikarken Fe, Zn ve Cu metallerine karsi yiliksek diizeyde direng
gosterdikleri gozlenmistir. Bu bolgedeki izolatlardan E. cloacea complex (izolat 12), E.
cloacea complex (izolat 17), Brevibacillus laterosporus (izolat 19) ve B. mycoides (izolat
20)’nin Zn’ya kars1 gosterdigi minimum inhibisyon konsantrasyon degeri, referans
mikroorganizma ile esit ¢ikarken, calismada kullanilan diger metallere karsi ise direng
olustugu tespit edilmistir. Ayn1 bolge izolatlarindan E. cloacea complex (izolat 9), E.
cloacea complex (izolat 10), E. cloacea complex (izolat 11), E. cloacea complex (izolat
13), E. cloacea complex (izolat 14), E. cloacea complex (izolat 15), E. cloacea complex
(izolat 16) ise referans sus ile kiyaslandiginda calismada kullanilan tiim metallere karsi
direncli ¢ikmustir.

C istasyonundan izole edilen B. laterosporus (izolat 27)’un Pb ve Zn metallerine

kars1 olusturdugu minimum inhibisyon konsantrasyon diizeyi referans sus ile esit ¢ikmustir.
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Ayni bakterinin Cu ve Fe metallerine karst olusturdugu minimum inhibisyon
konsantrasyon degeri kontrol organizmadan daha yiiksek cikarak diren¢ olusturdugu
gbzlenmistir. Yine bu bolgeden izole edilen P. putida (izolat 25)’nin Zn’ya karsi
olusturdugu minimum inhibisyon konsantrasyon diizeyi kontrol organizmanin inhibisyon
diizeyi ile esit c¢ikarken Fe, Pb ve Cu metallerine karsi ise direng olusturdugu tespit
edilmistir. Ayn1 istasyon izolatlarindan olan E. cancerogenus (izolat 22), P. aeruginosa
(izolat 23), B. mycoides (izolat 24), B. mycoides (izolat 26), P. florescens (izolat 28), B.
mycoides (izolat 29), P. aeruginosa (izolat 30) c¢alismada kullanilan Fe, Zn, Cu ve Pb
metallerine kars1 yliksek diizeyde direng olusturmustur.

D istasyonu izolatlarindan E. aerogenes (izolat 31) ve P. flourescens (izolat 35)’in
minimum inhibisyon konsantrasyon diizeyi, kontrol mikroorganizma ile kiyaslandiginda
Pb’a diren¢ olusmadig1 gozlenirken, Fe, Zn, Cu metallerine kars1 diren¢ olusturduklari
gozlenmistir. Enterobacter cancerogenus (izolat 32)’un ise Zn’ya karsi olusturdugu
minimum inhibisyon konsantrasyon diizeyi kontrol organizmanin inhibisyon diizeyi ile esit
cikarken Fe, Pb ve Cu metallerine kars1 ise direng olusturdugu tespit edilmistir. Bolge
izolatlarindan B. megaterium (izolat 33), E. cancerogenus (izolat 34), B. megaterium
(izolat 36), P. aeruginosa (izolat 37) ise referans sus ile kiyaslandiginda caligmada
kullanilan tiim metallere kars1 direngli ¢ikmustir.

Khleifat ve ark. (2009) Petra City’ deki atik su aritma tesisinden bakteri izolasyonu
gerceklestirmislerdir. Yaptiklari 16 S Rdna analizi sonucunda bu bakteriyi Keibsiella
oxytoca olarak tanimlamiglardir.  Aragtirmacilar plazmid izolasyon ¢aligmasi
gerceklestirmisler ve K. oxyfoca’ya ait 23 kb’den daha biiyilk bir adet plazmid
saptamiglardir. Saptanan plazmidin E. coli JM83 susuna transformasyonunu saglamiglardir.
Transformasyon ger¢eklesmeden once E. coli JM83 susunun Cd™ MTC degerini 400
ng/mL olarak tespit etmislerdir. Transformasyon gerceklestikten sonra E. coli JM83
susunun Cd™? MTC degerini 500 pg/mL olarak belirlemislerdir. Bunun neden olarak metal
diren¢ geninin K. oxytoca’da bulunan 23 kb’lik plazmid {izerinde kodlandigini
vurgulamislardir. Yaptiklar1 biyosorpsiyon ¢aligsmasi sonucunda ise K. oxytoca susunun Cd
biyosorpsiyon kapasitesini %80 olarak belirlemiglerdir. Arastirmacilar ayn1 zamanda K.
oxytoca ile yaptiklar1 antibiyotik diren¢ c¢alismasinda susun % 100 oraninda antibiyotik
direnci bulundugunu rapor etmislerdir.

Matyar ve ark. (2009) iskenderun Korfezi’nde yapmis oldugu ¢alisma
incelendiginde, Aeromonas spp. izolatlarinin yiiksek oranda CZ ve SXT’ ye (%66,6) ,
Pseudomonas spp. izolatlarinin ise FM (%386,2), CZ (%84,8) ve CXM’ e (%71,7) kars1
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direng gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica Aeromonas spp. Izolatlarinin %98,3’{iniin,
Pseudomonas spp. izolatlarimin ise %75,4’linlin bakira karsi direng gosterdigini de
belirlemislerdir.

Hu ve ark.(2007) yaptiklar1 bir arastirmada; ¢inko ve demir maden ocaklarindan
yiiksek Cd* direncine sahip bakteri izolasyonu ger¢eklestirmisler. Yapilan identifikasyon
calismasi sonucunda bakterinin B. cereus oldugu saptanmistir. Yaptiklart biyosorpsiyon
calismasinda bu bakterinin Cd"™ iyonunu absorplama kapasitesini arastirmislardir.
Arastirmacilar bulduklar1 izolat1 16s r RNA gen analizine gbre Bacillus cereus HQ-1
olarak identifiye etmislerdir. Bakterinin Cd™ metaline karsi olusturdugu minimal
inhibisyon konsantrasyon (MIC) diizeyini 0,012 mol/L olarak belirlemislerdir. Arastiricilar
biyosorpsiyon hizinin maksimum oldugu zaman dilimini 0-120 dk olarak rapor etmislerdir.
Cozeltideki Cd™* iyon derisimi t=0 animnida 1,75x10* mol/L olarak tespit edilmistir.
Langmuir ve Freunlich adsorpsiyon izotermleri ile de ¢alismalarini desteklemiglerdir.

Congeevaram ve ark. (2007) yaptiklar1 bir calismada krom ve nikel metalleri ile
kontamine olmus toprak ve atik sulardan agir metale direngli bakteri ve fungus izolasyonu
gerceklestirmislerdir. izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal o6zelliklerini
incelemigler ve izole ettikleri bakterinin Micrococcus sp. oldugunu, fungusun ise
Aspergillus sp. oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilar Micrococcus sp. ve Aspergillus
sp.’nin Ni ve Cr biyosorpsiyonunu ger¢eklestirmislerdir. Biyosorpsiyon ger¢eklesirken pH,
sicaklik ve zaman faktorlerinin biyosorpsiyon iizerindeki etkisinide goz Oniine alarak
calismalarini gerceklestirmislerdir. Aspergillus sp. igin sicaklik 28-30 °C, pH 4.5-5.5 ve 0-
12 saat araliginda Ni biyosorpsiyon kapasitesinin maksimum oldugunu tespit etmislerdir.
Aspergillus sp’nin maksimum Cr biyosorpsiyonunu ise sicaklik 28-30.5 °C, pH 4.6 -5.5 ve
0-16 saat araliginda gerceklestigini rapor etmislerdir. Micrococcus sp. igin Cr
biyosorpsiyonunun maksimum ger¢eklestigi araligi pH 8-8.5, Ni i¢in ise pH 7.5-8.5 olarak
belirlemislerdir. Bakterinin Cr ve Ni i¢in biyosorpsiyon hizinin en yiiksek oldugu sicaklik
araligimn1 30.5-35 °C olarak belirlerken, siire olarak 0-18 saat arasinda maksimum
biyosorpsiyonun ger¢eklestigini rapor etmislerdir.

Sevgi (2007), Mersin Kazanli ¢evresindeki Onemli bir sanayi kurulusunun
etrafindan aldig1 toprak orneklerinde Pseudomonas ve Bacillus genusuna ait bakteri
izolasyonu gerceklestirmislerdir. Arastirmaci 225 adet Pseudomonas sp. ve 101 adet
Bacillus sp. izole etmis ve bu izolatlarin agir metal direnglilik diizeylerini aragtirmistir.
Calismada degisen konsantrasyonlarda CuClz, CoCl2, NiCl2, CdCl2, ZnCl2 ve K2Cr207

metal bilesiklerini besiyerine eklemis ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra metallerin
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maksimum tolere edilebilir konsantrasyonlarini (MTC) belirlemistir. Arastirmaci yiiksek
MTC degerine sahip suslarda plazmid DNA izolasyonu gerceklestirmis ve A1P41, B2P55,
B2P60, B2P77, B2P99, B2P115, B2P117 ve B2P123 olarak adlandirdig1 toplam 8 adet
bakteride 1,8 kb ve 2,1 kb biiyiikligiinde 2 adet plazmid, B2P110 olarak adlandirdig:
bakteride ise 1,8 kb, 2,1 kb ve 28 kb’lik 3 adet plazmid oldugunu rapor etmistir. ICP cihazi
kullanarak yaptig1 biyosorpsiyon c¢aligmasi sonucunda ise Zn’nin biyosorpsiyon hizinin
diger metallerin biyosropsiyon hizindan daha yiiksek oldugunu tespit etmistir. Arastiricinin
calismasinda buldugu sonuglar bu tez calismasindan ¢ikan sonuglar ile de paralellik
gostermektedir.

Singh K.L ve Ashok K.(1998), yaptiklar1 bir calismada ¢oklu agir metal direncine
sahip Bacillus sp. izolasyonu gerceklestirmisler ve MIC yontemi ile metal direng
diizeylerine bakmuslardir. Belirli konsantrasyonlarda As, Cu, Hg, Ni, ve Zn metallerini
bakteri kiiltiirli iceren besi ortamlarina eklemisler. MIC degerlerini; As 20 mM, Cu 2
mM,Cd 1.60 mM, Hg 2.25 mM, Ni 7.50 mM, ve Zn 3.70 mM olarak belirlemisler.
Aragtiricilar plazmid DNA izolasyon caligmasi sonucunda 26 kb biiyiikliiglinde 1 adet
plazmid saptamislar. Direncliliin plazmid kollu olup olmadigini 6grenmek i¢in bakteri
kiiltiirii  iceren besi ortamina akriflavin ekleyerek bakterinin plazmidini atmasin
saglamislardir. Aragtiricilar ortama yeniden ayni konsantrasyonda agir metal eklemislerdir
ve bu kez susun agir metale duyarli oldugunu saptamislardir. Sonugta ¢alistiklar1 izolatta

agir metal direngliliginin plazmid aracilif1 ile gergeklestigini rapor etmislerdir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Tamamlanan doktora tez aragtirmasinda, bolgemizde ve iilkemizde ekosistemler ve
insan saglig1 iizerinde olumsuz etkileri bulunan termik santrallerin civarindaki alanlardan
belirlenen istasyonlarin, toprakta bakteriyal biotasi iizerinde etkileri saptanmistir. Bu
kapsamda topraktan izole edilen Enterobacter claocea complex (izolat 10) ve Bacillus
mycoides (izolat 26) bakterilerinin Pb, Zn, Cu ve Fe metallerine karst olusturdugu MIC
degerleri diger izolatlara gore yiiksek ¢ikmistir. Bu nedenle arastirmada izolat 10 ve izolat
26 biyosorpsiyon kapasitesi arastirilmalarinda  kullanilmistir.  Alinan  adsorpsiyon
sonuclarina gore bu izolatlarin metal adsorblaba hizi yapilan diger arastirmalara gore da
yiiksek diizeyde bulunmustur.

Termik santrallerde sogutucu, buhar elde etme ve temizleme gibi amaclarla
kullanilan sular sicaklik dereceleri yiikselmis olarak toprak ve yer alti sularina, denizlere
bosaltilmaktadir. Bu sirada kullanilan su c¢esitli kimyasal maddelerle muamele edilmekte
ve bu kimyasal maddeler ile beraberinde agir metallerde topraga karismaktadir. Ozellikle
demir ve siilfat bilesikleri basta olmak iizere bol miktarda agir metaller ile toprak ve
akarsular kirlenmektedir. Arastirmamizda yaptigimiz toprak analizi sonucunda da demir
metalinin yiiksek ¢ikmasi dikkat ¢gekmektedir.

Linyit kullanan termik santrallerde komiiriin yanmasi ile bol miktarda kiil agiga
cikmaktadir. Arastirmamiza da konu olan Can Termik Santral’i linyit kullanan bir
isletmedir. Santral bacasindan etrafa yayilan kiillerin i¢ersinde bulunan gazlarin bir kismi
havada kalarak asit yagmurlarina neden olmaktadir. Yere ulasan kiiller ise toprak yiizeyini
ve bitkilerin {izerlerini kaplarlar. Bu nedenle toprak yiizeyine yigilan kiiller toprak
kalitesinde ciddi derecede bozulmalar meydana getirirler ve yagmurlar sonucunda yer altt
sularina sizarlar. Termik santral bolgesindeki hakim olan riizgarin yonii ve siddetine,
bolgenin topografyasina bagli olarak ucucu kiiller uzun mesafelere taginabilir. Dolayisiyla
kirliligin meydana geldigi bolgedeki topraklarin rutin olarak agir metal analizleri
yapilmalidir. Cilinkii termik santrallerden salinan ve smir degerinden yiiksek olan toksik
agir metal igeren kiiller toprakta birikerek topragin tarimsal olarak kullanilmasini sinirlar.
Can Termik Santrali bolgesinde bulunan tarlalarda ise olduk¢a yogun bugday ekimi
yapilmaktadir. Calismanin sonucunda toprakta ¢ikan Pb, Zn, Cu ve Fe degerleri kontrol
topraginin ve sinir degerlerinin {istlinde ¢ikmistir. Bu durumda olduk¢a ciddi sonuglar

dogurabilir. Ciinkii agir metaller toksik diizeye ulastiklarinda basta insan sagligi olmak
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lizere tim canlilarin yasamini tehdit etmektedir. Aliminyum, arsenik, kadmiyum, kursun,
civa ve ¢inko toksik etkisi en yiiksek ve en yaygin agir metallerdir. Aliminyum sinir
sistemi bozukluklar1 ve beyinde hasara, arsenik bagirsak ve karacigerde tahribata, kursun
bobrek, beyin, kas ve kemik dokularda hasara, ¢inko deri ve karaciger hastaliklarina sebep
olmaktadir. Ayrica Tiirkiye’de metale kirlenmis bazi bolgelerde yasayan insanlarda kanser
vakalarinda artis oldugu goriilmektedir.

Glinlimiizde bu Onemli ¢evre sorununu ¢oziimlemek icin ¢esitli konvansiyonel
aritma teknolojileri bulunmaktadir. Ancak bu aritim prosesleri maliyetli ve zaman alici
oldugu i¢in bu teknolojik proseslere alternatif olarak uygulanan biyosorpsiyon prosesleri
bu teknolojiler iizerine sagladigi avantajlar sayesinde son yillarda 6nem kazanmustir.
Biyosorpsiyonda; biyomateryalin yeniden kullanilabilir olmasi, diisiik isletim maliyeti,
islemin kisa siirede bitmesi ve toksik olan ikincil kirleticilerin iiretilmemesi bu prosesi
avantajli kilmaktadir.

Canlilarin tiimii kendilerini ¢evresel biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi
koruyabilecek sistemlere sahiptirler. Bu sistemlerin aktifligini yitirmesi, zamanla sistemde
baz1 maddelere kars1 bagisiklik reaksiyonlarinin olugmasi ekosistemlerin zarar gérmesine
neden olan temel problemlerdendir. Bir¢ok mikroorganizma hareketli genetik elementler
olan transpozon, plazmid ve integronlar iizerinde yerlesmis olan agir metal direng genleri
icermektedir. Giiniimiizde 6zellikle endiistriyel bolgelerde agir metal ile kontamine olmus
bolgelerden izole edilen, agir metale direnglilik 6zelligini yapisinda barindan bakterilerin
ortaya ¢ikarilmasi, agir metal gideriminde mikroorganizmalarin kullanilmasi, bakterilerde
nasil bir adaptasyon ve genetik madde aktarim mekanizmasinin gergeklestigi konusunda
aciklayict olacaktir. Ayrica bu bdlgede bulunan bakterilerden izole edilen direng genlerinin
yapisinda direng genlerini tagimayan bakterilere transformasyonu ile bu bakterilerde agir
metale direncli hale getirilebilir. Boylece agir metal gideriminde dogal olan izolatlarin
kullanilmas1 metal biyosorbsiyonunda etkili ve alternatif bir yontem olacaktir.

Bu arastirma konusunun sonuglar1 bélgemiz acisindan ayr1 bir 6nemn arz
etmektedir. Ciinkii onlimiizdeki yillarda Biga Yarimadasi iizerinde su an var olan Termik
santrallerin dort bes kat1 kadar santral yapilmasi planlanmaktadir. Bunun sonucunda Biga
Yarimadasi iizerinde olusabilecek kiil bulutlari, asit yagmurlarima bagli olarak tarim
alanlarinda ciddi boyutlarda ve geri doniisii miimkiin olmayan hasarlar meydana gelecektir.
Bu tarim alanlarinda arastirma sonucglarinda elde ettigimiz 6zellikteki yani agir metale
kars1 direnclilik genlerini tasiyan bakterilerden olusan iiriinler yolu ile bioremediasyon

caligmalar1 gercgeklestirilebilir.
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