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Bu ¢aligmada atik su aritma tesisinin ¢esitli havuzlarindan toplam 40 adet Pseudomonas
spp. izole edilmistir. izolatlar tam otomatik identifikasyon cihazi kullamlarak
tanimlanmustir. Izolatlardan 22 tanesinin Pseudomonas aeruginosa, 11 tanesinin
Pseudomonas stutzeri, 7 tanesinin de Pseudomonas mendocina oldugu tespit edilmistir.
Bu izolatlar 24 saat boyunca 50 ppm Kursun(II), 50 ppm Nikel(II) igeren ve hi¢ metal
icermeyen ayr1 besiyerlerinde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi iireme
yogunluklarina bakilarak her bir metal icin en direncli 5 adet izolat belirlenmistir.
Kursun(IT)’a direng gosteren izolatlar Pseudomonas aeruginosa BK1, Pseudomonas
aeruginosa BK3, Pseudomonas aeruginosa BK4, Pseudomonas aeruginosa BK14,
Pseudomonas stutzeri BK37 iken; Nikel(Il)’e diren¢ gosterenler ise Pseudomonas
stutzeri BKS8, Pseudomonas aeruginosa BK21, Pseudomonas stutzeri BK23,
Pseudomonas stutzeri BK32 ve Pseudomonas aeruginosa BK40 izolatlaridir. Bu
izolatlar metal toleranslarinin tespiti amaciyla tekrar SOppm, 100 ppm, 200 ppm ve 400
ppm Kursun(I) ve Nikel(Il) igeren ayr1 besiyerlerinde 24 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakilarak % oOliim ve LCsy degerleri hesaplanmistir. Bu c¢alismanin sonucuna gore
metal toleransi en yiiksek olan izolatlar Kursun(Il) icin Pseudomonas aeruginosa
BK14; Nikel(Il) i¢cin Pseudomonas stutzeri BK23 oldugu tespit edilmistir. Direncli
izolatlar LCso degerlerinde metal iceren besiyerlerinde 37 °C’de inkiibasyona birakilmig
ve sirast ile 10., 30. dakikalarda ve 1., 2., 4., 8., 12., 16., 20. ve 24. saatlerde biyobirikim
deneyleri yapilmistir. Metallerin giderimi, hiicre yiizeyine adsorbsiyon ve hiicre igine
alinim seklinde gerceklesmistir. Pseudomonas aeruginosa BK14 izolat1 ile 204,30 ppm
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Kursun(Il) nun % 56 s1 hiicre yilizeyinde olmak ftizere toplamda % 84 giderim
saglanmistir. Pseudomonas stutzeri BK23 izolat1 ile 186,21 ppm Nikel(II)’in % 47 si
hiicre yiizeyinde olmak iizere toplamda %76 giderim gerceklesmistir. Elde edilen
sonuglara gore her iki metal i¢in de giderim daha ¢ok hiicre yiizeyine tutunma yolu ile
olmustur. Bu ¢alisma ile ilk defa Kursun(II) ve Nikel(II)’e direngli canli izolatlarin agir
metal giderim mekanizmasi hiicre yiizeyine tutunma ve hiicre i¢ine alinim seklinde

mukayeseli olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Kursun(Il), Nikel(IT), Agir Metal, Biyobirikim, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas stutzeri,
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ABSTRACT

In this study, 40 Pseudomonas spp. were isolated from various pools of wastewater
treatment plant. Isolates were identified by using fully automatic identification device.
22 of isolates were determined as Pseudomonas aeruginosa, 11 of isolates were
determined as Pseudomonas stutzeri, and 7 of isolates were determined as
Pseudomonas mendocina. Isolates were incubated at different media containing 50 ppm
Lead (I1), 50 ppm Nickel (11) and without metal for 24 hours at 37 °C. After incubation
according to growth densities, the most resistant five isolates for each metal were
determined. Isolates resistant to Lead(ll) were Pseudomonas aeruginosa BK1,
Pseudomonas aeruginosa BK3, Pseudomonas aeruginosa BK4, Pseudomonas
aeruginosa BK14, and Pseudomonas stutzeri BK37, whereas isolates resistant to
Nickel(I) were Pseudomonas stutzeri BKS8, Pseudomonas aeruginosa BK21,
Pseudomonas stutzeri BK23, Pseudomonas stutzeri BK32 ve Pseudomonas aeruginosa
BK40. For the determination of metal tolerance, isolates were incubated in separate
media containing 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm and 400 ppm Lead (II), and Nickel (1),
for 24 hours at 37 °C, and the % of death and LCs, values were calculated. According to
results of this study, it was determined that isolates highest metal tolerance for Lead (I1)
and Nickel (11) were Pseudomonas aeruginosa BK14 and Pseudomonas stutzeri BK23,
respectively. Resistant isolates were incubated in metal containing media at LCsg values

at 37 °C and bioaccumulation experiments were carried out at 10", 30" minute and 1%,
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2M gt g™ 1™ 16™ 20™ and 24™ hours. Removal of the metals took place as
adsorption to the cell surface and accumulation into the cell. Pseudomonas aeruginosa
BK14 strain removed 84% of 204,30 ppm Lead (II) in total, as which 56 % of on the
cell surface. Pseudomonas stutzeri BK23 strain removed the 76% of 186,21 ppm Nickel
(1) in total, as which 47 % of on the cell surface. According to the results, removal of
both metals was mainly due to the adhesion to the cell surface. In this study, the
mechanism of heavy metal removal of lead (I1) and nickel (1I) resistant living isolates
has been evaluated comperatively as cell surface adhesion and incorporation into the

cell for the first time.

Keywords: Lead(ll), Nickel(Il), Heavy Metal, Bioaccumulation, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas stutzerti, .
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1.BOLUM
GIRIS

Su biitiin canlilar i¢in hayati 6neme sahiptir. Diinyadaki hizli niifus artis1, endiistriyel
kuruluglarin artmasi ve tarimsal faaliyetler sonucu temiz su kaynaklarinda ciddi bir
azalma yasanmaktadir. Yapilan aragtirmalar bugiinkii kosullarin degismeden devam
etmesi durumunda, diinyadaki temiz ve kullanilabilir su kaynaklarinin tiilkenecegini; su
anda dahi diinya niifusunun %40’ 11 barindiran 80 iilkenin temiz su sikintist ¢ektigini

gostermistir [1].

Ozellikle agir metal endiistrilerinin atiklari ile topragm ve suyun kirlenmesi, havaya
karisan zararli maddelerin yagmurlarla suya ve topraga karismasi, evsel atik sularin
dogaya karigsmasi, denize dokiilen petrol ve kati atiklarin artmasi ve buna benzer bir¢ok
ornek, su kirliliginin artik doganin dengesini bozuyor oldugunun birer kanitidir.
Gelecekteki su yoklugunun oOniine gegmek ve doganin dengesini korumak igin, su

arttminin verimli sekilde yapilmasi gerekmektedir.

Agir metal iyonu igeren atik sularin aritimini; isletmenin kapasitesi, atik suyun miktari
ve oOzellikleri, isletmedeki aritma tesisi ve kullanilan yontemler etkilemektedir. Bircok
canlt i¢in toksik olan agir metallerin atik sudan gideriminde farkli yontemler
kullanilmaktadir [2]. Sudan metal gideriminde kullanilan ¢6ktiirme, buharlastirma, iyon
degisimi ve membran yardimi ile ayirma gibi yontemlerin pahali ve zahmetli olmas1 bu

alanda kullanilacak alternatif ¢6ziim arayisina neden olmaktadir [3].

Son yillardaki endiistriyel ve teknolojik gelismeler sonucu ortaya ¢ikan atik maddelerin
cevreye olan olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak veya azaltmak igin, atik maddelerin
gideriminde kullanilan klasik yontemler yerine biyoteknolojik yontemler tercih
edilmektedir. Bu uygulamalar ile attk maddelerin geri kazanimi, ¢evre dostu
teknolojilerin temel hedefi haline gelmistir. Bu sekilde; hem endiistriyel atik maddelerin
biyoteknolojik yontemler ile geri kazanilmasi ve tekrar ham madde olarak kullanilmasi
gerceklestirilecek; hem de tarim, kozmetik, saglik, petrol endiistrisi ve gevre teknolojisi

gibi alanlarda degerlendirilmesi saglanmis olacaktir [4].



Yasayan veya yasamayan mikroorganizmalar, seg¢ici olarak, atik sulardaki inorganik

iyonlar1 biriktirme ve ayirmada yiiksek bir potansiyele sahiptirler [5].

Yapilan bilimsel ¢aligmalarda, mikroorganizmalar kullanilarak agir metallerin giderimi
onemle iizerinde durulan bir mekanizma haline gelmistir. Toprakta ve atik suda yaygin
olarak bulunan Pseudomonas cinsi bakteriler topragin dogal yollardan temizlenmesinde
onemli rol oynamaktadirlar. Ozellikle ¢evre kirliligi bakimindan ciddi risk olusturan
kirletici faktorlerin giderimindeki kabiliyetleri sebebiyle ¢evre biyoteknolojisine yonelik
calismalarda Pseudomonas spp.’lar tercih edilmektedir. Bu ¢alismada da atik sudan
izole edilen 40 adet Pseudomonas cinsi bakteri kullanilmis ve agir metal giderimindeki

kapasiteleri lizerine deneyler yapilmigstir.

Evsel ve endiistriyel olarak kullanilan suyun aritilmadan cevreye desarjinin Oniine
gececek Onlemler alinmali ve bu konuda bizden sonraki nesillerin refahi i¢in gelecege
yatirim yapilmalidir. Bu ¢alismada atik sudan izole edilen Pseudomonas spp.’lar ile
insanlar ve diger canlilar icin toksik etkiye sahip olan Kursun(Il) ve Nikel(II)
metallerinin giderim mekanizmasi incelenerek; agir metaller ile kirlenen sularin

aritimina sunulabilecek alternatif ¢oziimlere katki saglamak amaclanmistir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin, endiistriyel ve evsel atik sulardaki agir metal
giderimi uygulamalarinda yasanilan sorunlarin ¢oziimiine ve atik sularin aritildiktan
sonra c¢evreye desarj edilmesi i¢in yeni metotlarin gelistirilmesine yardimci olmasi

hedeflenmektedir.



2.BOLUM

GENEL BIiLGILER

2.1 Atik Su

Sanayi ve endiistri kuruluslari, kanalizasyon sistemleri, enerji santralleri, tarim ve
hayvancilik gibi faaliyetler sonucu olusan organik, inorganik ve radyoaktif maddeler ile
mikroorganizmalar varligi sonucu kirlenmis, kalitesi disiik, kullanimi miimkiin
olmayan su, atik su olarak tanimlanmaktadir. Atik sular ayn1 zamanda yer alti
sularindaki, akarsulardaki, gollerdeki ve denizlerdeki kirlenmenin en Onemli
kaynaklarindan biridir. Atik sularda kirlenmeyi olusturan etmenler genel olarak; organik
maddeler, agir metal bilesikleri, siyaniir, aromatik ve alifatik hidrokarbonlar,

deterjanlar, azot, fosfor, inorganik maddeler ve mikroorganizmalar seklinde siralanabilir

[6].

Atik sularda fiziksel, biyolojik ve kimyasal igerikli bozulmalar goriilmektedir. Fiziksel
kirliligin gostergeleri renk, koku, toplam kat1 madde ve bulaniklik seklindedir. Biyolojik
kirliligi organik atiklarin etkisiyle su kaynaklarinda iireyen algler, funguslar ve
bakteriler olusturmaktadir. Bu canlilar zamanla ortamdaki oksijen, karbon, azot gibi
maddeleri tiiketmektedirler. Kimyasal kirlilik ise zamanla suda biriken agir metallerden,
biyolojik olarak parcalanan veya parcalanamayan organik madde kalintilarindan ve
inorganik atiklardan olugmaktadir. Bu kirlenmeler sadece sularla sinirl kalmayip besin
zinciri yoluyla gidalara kadar ulagsmaktadir. Ayrica alici ortamda biriken kirleticiler

canlilar lizerinde toksik etkiye neden olabilmektedir [7].

Bu kirleticileri iceren atik sularin kullanim amacma gore su kirliligi kontrol
yonetmeliginde belirtilen standartlara uygunlugunun kontrol edilmesi ve kirletici
iceriginin buna bagli olarak istenilen seviyeye diisiiriilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
atik sularin kirleticiler ile degisen fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerinin geri
kazandirilabilmesi ve alic1 ortamda zararli etki olusturmayacak hale getirilebilmesi igin

aritilmasi gerekmektedir [6].



Tablo 2.1. Atik sularin atik su altyapi tesislerine desarjinda ongoriilen atik su
standartlar [8]

KANALIZASYON KANALIZASYON SISTEMLERI

PARAMETRE SISTEMLERI TAM ARITMA DERIN DENiZ DESARIJI iLE
ILE SONUCLANAN ATIK SU SONUCLANAN ATIK SU
ALTYAPI TESISLERINDE ALTYAPI TESISLERINDE

Sicaklik (°C) 40 40

pH 6,5-10,0 6,0-10,0

Askida kat1 madde 500 350

(mg/L)

Yag ve gres (mg/L) 250 50

Katran ve petrol kokenli

yaglar (mg/L) 50 10

Kimyasal oksijen ihtiyact

(KOT) (mg/L) 4000 600

Biyokimyasal Oksijen i 400

Thtiyac1 (BOIs) (mg/L)

Siilfat (SO,7) (mg/L) 1700 1700

Toplam siilfiir (S) (mg/L) | 2 2

Fenol (mg/L) 20 10

Serbest klor (mg/L) 5 5

Toplam azot (N) (mg/L) | -@ 40

Toplam fosfor (P) (mg/L) | - @ 10

Arsenik (As) (mg/L) 3 10

Toplam siyaniir (Toplam

CN) (mg/L) 10 10

Toplam kursun (Pb) 3 3

(mg/L)

Toplam kadmiyum (Cd) 5 5

(mg/L)

Toplam krom (Cr) 5 5

(mg/L)

Toplam civa (Hg) (mg/L) | 0,2 0,2

Toplam bakir (Cu) 2 2

(mg/L)

Toplam nikel (Ni) 5 5

(mg/L)

Toplam ¢inko (Zn) 10 10

(mg/L)

Toplam kalay (Sn) 5 5

(mg/L)

Toplam giimiis (Ag) 5 5

(mg/L)

CI” (Kloriir) (mg/L) 10000 -

Metilen mavisi ile Biyolojik olarak pargalanmasi Tiirk Standartlari Enstitiisii standartlarina

reaksiyon veren yiizey uygun olmayan maddelerin bosaltimi prensip olarak yasaktir.

aktif maddeleri(MBAS)

(mg/L)

a) Bu parametrelere atik su degerlendirilmesinde bakilmayacaktir.
b) Biinyesinde %2’den fazla inert KOI igeren ve toplam KOI degeri 5000 mg/L den fazla olan kuvvetli
organik atik sular icin KOI yerine BOIs degeri esas alinr.

Atik sular genel olarak evsel ve endiistriyel olmak iizere ikiye ayrilmaktadir [9].
Endiistriyel atik sular: Endiistri tesislerinde, hammaddelerin islenmesi ve {iriine

doniistiiriilmesi islemlerinden kaynaklanan atik sular endistriyel atik su olarak
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tanimlanmaktadir. Bu atik sular yikama, pisirme, 1sitma, ekstraksiyon, reaksiyon
iriinleri ile ayirma, tasima ve kalite kontrol islemlerinden kaynaklanabilmektedir.
Endiistriyel atik sularin 6zellikleri ve aritim sonrasi ilgili yonetmelikte belirtilen desarj
parametre limitleri, endiistri tiiriine ve islenen hammaddeye bagl olarak degismektedir
[8-10]. Endiistriyel atik sular organik veya inorganik, biyolojik olarak kolayca
ayrigabilen ya da zehirleyici Ozelikte olabilen maddeleri igerebilmektedir [11].
Endiistriyel atik sularda bulunan kirleticiler; askida kati maddeler, ayrisabilir organik
maddeler, hastalik yapici (patojen) mikroorganizmalar, azot, fosfor, kalic1 (refrakter)
organikler, ¢ozlinmiis inorganik katilar, agir metaller, yag ve gres, fenol, siyaniir, krom

(IV), alkaliler ve asitler, renk, koku, NH3, NO3 ve 1s1l kirlenme olarak bilinmektedir

[12].

Evsel atik sular: Evsel faaliyetlerden, okul, hastane, otel gibi hizmet sektorlerinden
kaynaklanan; %95-99’u su olup %]1-5’lik kismin1 organik ve inorganik maddelerden
olusan atik su, evsel atik su olarak tanimlanmaktadir. Evsel atik su sistemlerinden
toplanan atik sular; karbon, azot, fosfor ve mikroorganizmalar gibi Kirleticiler

igermektedir [13].
2.2 Atik Su Aritma Yontemleri

Insan basta olmak iizere diger tiim canlilarin yasamini ve dogal dengeyi olumsuz ydnde
etkileyen atik sular ilk olarak 1870 yilinda ABD‘de aritilmaya baslanmis olup
giinlimiizde ise basta gelismis lilkeler olmak {izere biitiin diinya {ilkeleri tarafindan
cesitli derecelerde aritima tabi tutulmakta, konuyla ilgili yaptirim giicti yiiksek hukuki

diizenlemeler ve denetim mekanizmalar1 uygulamaya konulmaktadir [14].

Atik sularin aritiminda temel amag; atik sularin kirlilik derecelerinin, kullanim yerlerine
gore istenilen diizeye indirilmesidir. Bu amacla kullanilan yontemler genelde fiziksel
temel islemler, kimyasal temel islemler ve biyolojik islemler olmak iizere ii¢ grupta

toplanabilir [13].
2.2.1. Fiziksel temel islemler

Aritim yontemleri arasinda fiziksel kuvvetlerin kullanildig1 uygulamalar fiziksel temel

islemler olarak adlandirilir. Bu islemler uygulama sirasina gore 1zgara, karistirma,
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flokiilasyon, sedimantasyon, flotasyon, filtrasyon ve gaz transferidir. Fiziksel aritmada
attk sular, igerisindeki kaba maddelerden temizlenerek biyokimyasal oksijen

gereksinimi (BOI) diisiik olan sular haline getirilir [15].

2.2.2. Kimyasal temel islemler

Kimyasal maddelerin eklenmesiyle veya diger kimyasal reaksiyonlarla, kirleticilerin
giderilmesini veya doniistiiriilmesini saglayan arittm metodlar1 kimyasal temel prosesler
olarak adlandirilir. Atik sularin aritilmasinda, ¢oktiirme, adsorpsiyon ve dezenfeksiyon

en ¢ok kullanilan yontemlerdir [14].

2.2.3 Biyolojik islemler

Atik su igerisindeki ¢Oziinmils organik maddelerin bakteriyolojik faaliyetlerle
ayristirilarak giderilmesi islemidir. Bakterilerin aritma islemini gerceklestirebilmeleri
icin pH, sicaklik, ¢Oziinmiis oksijen, toksik maddeler gibi ortam sartlarina ait
parametrelerin kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir. Biyolojik aritma islemleri
aerobik ve anaerobik olmak iizere siniflandirilabilir. Aerobik aritma havanin bulundugu
ortamlarda gerceklestirilen aritma islemleridir. Bu uygulamalar; aktif ¢camur, biyofilm,
stabilizasyon havuzlari, havalandirmali lagiinlerdir. Anaerobik aritma ise havasiz
ortamlarda gergeklestirilen aritim iglemleridir. Bu yontemlerde kullanilan uygulamalar
ise siirekli karisimli reaktorler, anaerobik filtreler ve akiskan yatakli sistemlerdir. En

yaygin aerobik biyolojik aritma uygulamasi, aktif ¢amur iglemidir [16].

Belirtilen bu temel operasyon ve islemler cesitli aritim seviyelerini saglamak icin kendi
aralarinda gruplandirilmaktadir. Ornegin fiziksel islemler birincil aritim, kimyasal ve
biyolojik islemler ikincil aritim, ii¢ islemin birlestirilmesiyle yapilanlar ise ileri veya
liclinciil arttim olarak adlandirilmaktadir. Ileri aritimda ayrica aktif karbon
adsorpsiyonu, iyon degisimi, ters osmoz, elektrodiyaliz gibi yOntemlerden

faydalanilmaktadir [17].
2.3 Agir Metaller

Yogunlugu 5 g/cm3’ten biiyiik olan metaller agir metal olarak tamimlanmustir. Agir
metaller (antimon, arsenik, kadmiyum, krom, kobalt, bakir, demir, kursun, civa, nikel,
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giimiis, talyum, kalay, vanadyum ve ¢inko gibi) 6nemli ¢evre kirliliklerine neden olur.
Son yillarda yapilan smiflandirmayla elektronegatiflikleri, yiikleri, metal iyonlarinin
iyonik yarigcapt ve ligant/iyon kompleksinin yapisini tanimlayan denge sabitleri
bakimindan bu metaller ii¢ grupta siniflandirilabilir [18].

(1) A grubu metaller ligantlarin oksijen i¢cerme tercihlerini gosterir.

(2) B grubu metaller ligantlarin nitrojen ve siilfiir icerme tercihlerini gosterir.

(3) A ve B grubu arasindaki 6zelliklere sahip olan metaller onlarin Lewis asit
ozelliklerini

yansitir.

Yer kabugunun dogal bilesenlerinden olan metaller, erozyon, maden yataklarinin
taginmasi, riizgar, volkanik patlamalar ve orman yanginlar1 gibi dogal olaylar ile
endiistriyel desarjlar ve ¢op depo alanlarindaki sizintilar gibi ¢esitli insan aktiviteleri
sonucu alic1 ortamlara girebilmektedir [19]. Maden isletmeleri (kursun, ¢inko, demir,
bakir, giimiis, krom, altin ve uranyum), metal (demir-gelik, bakir, ¢inko, krom v.b),
metal kaplama, kursun batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilik, deri, tekstil,
elektrik-elektronik, kimya, boya ve otomotiv endiistrilerinin atiklar1 agir metal

kaynaklaridir [20].

Hatn madde ’ _
Endistrivel Frinder
Enerji . sistetn )
' Yan Trin
Yemden Eulllanma | +«—— Atdelar — & gen K azanma
Gercel A
Zararh Eat Gaz Fadyoaltif
Atildar Atddar Atklar  Anldar ﬁm.dar

Sekil 2.1. Endiistriyel sistem ve atiklar [21]
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Baz1 metal iyonlari, 6rnegin; bakir, demir, ¢inko ve krom gibi, yasamimizin temelini
olusturmasina ragmen, bu metal iyonlarinin asir1 alimi1 yasayan organizmalarda toksik
etki gosterir. Metal iyonlar1 besin zinciri boyunca transfer edilir ve sonunda insan
metabolizmasina dahil olur. Diger yasayan organizmalar i¢in metal iyonlarinin toksik
etkileri biyolojik dongiideki ekolojik siireglerde problemlere yol agar. Bu metal iyonlar
dogal doniistim siireclerinin olmadig1 bir ortama dagildiklarinda ¢evredeki metal iyonu

derisimi, ekosistem ve insan sagligini tehdit eden riskleri bir kademe daha arttiracaktir

[22].

Toprakta bulunan agir metaller asit yagmurlar1 sonucu ¢6ziinerek irmak, gol ve yeralti
sularina ulagirlar. Sulara tasinan agir metaller fazlaca seyrelir; kismen karbonat, siilfat,
siilfiir seklinde kat1 bilesik olusturarak su tabanina ¢oker ve bu bolgede zenginlesir.
Sediment tabakasinin adsorpsiyon kapasitesi sinirli oldugundan sularin agir metal

konsantrasyonu siirekli olarak yiikselir [21].

Atiklar ile ilgili diizenlemeler insan sagligini ve gevreyi korumak, zararli kimyasallara
maruziyeti en aza indirmek amaci ile yapilmaktadir. Bu diizenlemelere desarj edilen atik
veya atik su igerisinde olabilecek agir metal konsantrasyonlar1 ve tipleri de dahildir.
Tablo 2.2’ de agir metallerin insan saghginda meydana getirebilecekleri zararlar

verilmistir [23].

Tablo 2.2. Tehlikeli Agir Metallerin Insan Sagligina Etkileri [23]

Agir Metal Etkileri
Arsenik Deri rahatsizliklari, i¢ organ kanserleri, damar hastaliklar
Kadmiyum Bobrek hastaliklari, renal bozukluklar, kanserojen etki
Krom Bas agrisi, ishal, mide bulantisi, kusma, kanserojen etki
Bakir Karaciger zarari, Wilson hastaligi, uykusuzluk
Nikel [ltihap, mide bulantisi, kronik astim, dksiirme, kanserojen etki
Cinko [ltihap, mide bulantisi, kronik astim, dksiirme, kanserojen etki
Kursun Bobrek rahatsizliklari, dolagim ve sinir sitemi ile cenin beyninin
zarar gormesi
Civa Romatik kireclenme, bobrek rahatsizliklari, dolasim ve sinir
siteminin zarar gérmesi




2.3.1 Kursun

Kursun periyodik tabloda IVA grubunda yer almaktadir [24]. Kursunun atomik agirlig

3

207,19, yogunlugu 11,3 g/cm”, kaynama noktas1 1740 °C ve erime noktasi ise 327,5

°C’dir [25].

Kursunun en fazla karsilasilan cevherleri, siilfiir minerali galen (PbS) ve oksitlenmis

tirlinleri seruzit (PbCO3) ve anglezit (PbSO4)’tir. Yogunlugu, diisiik erime sicaklig1 ve

korozyon direnci, kursunun ve kursun bilesiklerinin kolay sekillendirilebilir olmast,

ozellikle galenin modern endiistride 6nemli bir yere sahip olmasina neden olur [24].

Resim 2.1. Galen [26]



2.3.1.1.Kursun kirliligi

Kursun, dogada ¢ok az miktarda fakat yaygin olarak bulunan bir elementtir. Yiiz

binlerce ton kursun, kursunlu petrolden elde edilen ve kursun tetraetil [(CH3CH2)4Pb]

eklenerek oktan sayisi arttirilan yakitlarla ¢alisan, igten yanmali motorlardan ¢ikan
dumanlarla atmosfere verilmektedir. Atmosferdeki kursun ise (biiyilk oranda metal

oksitleri ve tuzlari seklinde) yagmurlarla tekrar yeryiiziine inerek ¢evreye yayilmaktadir
[27, 28].

Kursun, maden ocaklarindan, sanayi bolgelerinden ve fabrikalardan ¢evreye yayilabilir.
Ozellikle islek otoyollardan, eski evlerden, kursun arsenatin pestisit olarak kullanildig
eski meyve bahgelerinden, sanayi bolgelerinden, atiklarin bulundugu alanlardan, ¢op
firmlarindan ve elektrik santrallerinden yayilarak bu bolgelerde ve yakinlarindaki
toprakta varligin1 gosterir. Kursun, topraga bir kez diisiince, toprak pargalarina sikica
tutunur ve topragin ist kisminda kalir. Bundan dolayr ge¢miste, benzinde, duvar
boyasinda ve pestisitlerde kullanilan kursun, topraktaki kursun miktarin1 6nemli
derecede etkilemistir [24]. Kapali ortamdaki hava, yasanilan evin havasinda bulunan
kursun seviyesinden, kursunlu duvar boyalarinin kullanilmasindan ve sigara

icilmesinden etkilenir [29].

Igme suyunun pH’1 asidik ve su tesisatinda da kursun borular kullanilmus ise, igme suyu

kursun igerebilmektedir.

Baz1 kozmetik iirlinler ve sa¢ boyalarinda da kursun bulunabilmektedir [24]. Kursunun
bulasmis oldugu yiyecekler, igme ve kullanma sulari, atmosfer, bunun yani sira
kursunla sirlanmis canak ve c¢omlekler, alkol, tiitlin kursunla maruziyetin baslica
kaynaklarin1 olusturur. Sehir merkezlerine ve karayollarina yakin yerlerde yetistirilen

sebze-meyvelerde kursun yogunlugunun daha yiiksek oldugu bilinmektedir [30].
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I solunum

beslenme

kozmeti kll

R

Sekil 2.2. Kursuna maruziyet kaynaklari [31]

2.3.1.2.Kursun toksisitesi

Kursun, yasamakta olan organizmalar i¢in toksik bir elementtir ve viicuttaki higbir
fizyolojik fonksiyon i¢in gerekli degildir. Kursun, kontamine olan gida, hava ve toz
araciligi ile alinir ve viicutta oncelikle kemiklerde olmak tizere birikir [27, 28]. Kursuna
maruziyet kaynagi, fiziksel ve kimyasal ozellikleri, partikiil biiytkligl, spesifik
bilesiginin ¢oziliniirliigii, kursuna maruz kalan bireyin yasi, cinsiyeti, beslenme sekli ve

genetik 6zellikleri, kursunun viicuttaki absorpsiyon miktarini etkilemektedir [32].

Kursun kirliligi; ¢ocuklarda gelisim ve psikomotor gerilik, yetiskinlerde duyma kaybu,
hematopoetik rahatsizliklar, merkezi ve periferal sinir sistemi bozukluklari, iiriner,
gastroitestinal, kardiovaskiiler ve endokrin sistemde degisiklikler gibi bircok saglik

problemi ile dogrudan iligkilidir [33].

Bunun yani sira, karsinojenik ve norolojik hasarlar, zihinsel ve davranigsal degisiklikler
kursun toksisitesi ile baglantilidir [34]. Kursunun bagisiklik sistemi ve iireme sistemi
tizerinde de olumsuz etkileri vardir [35, 36]. Mide, akciger ve safra kesesi kanserlerinin
yani sira tiim kanserlerin goriilme sikligindaki artis ile kursun maruziyetinin baglantili

oldugu degerlendirilmistir [37].
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Yakin zamana kadar zararsiz oldugu diisiiniilen diisiik doz kronik kursun maruziyeti,

artik biiylime ve sinirsel gelisimi baskilayic1 ve dejenere edici olarak kabul edilmektedir

[38]. Kursuna en duyarl kisiler olarak ise siit ¢cocuklari, hamile kadinlar ve kursunla

calisan meslek gruplari sayilabilir. Cocuklarda kursunun etkisi daha fazla goriliir.

Bunun sebepleri; oyun nedeniyle sokak ve ev tozlari ile daha fazla temas etmeleri,

ellerini agizlarina sik gotiirdiikleri i¢in daha fazla kursunun gastrointestinal sisteme

(GIS) geemesi, GIS’den kursunun daha fazla emilmesi, viicuttan daha az atilmasi ve

demir eksikligi anemisi varsa emilimin daha da artmasi olarak sayilabilir [39]. Ayrica

hamile annenin aldig1 kursun, bebekte sinir sistemi bozukluklarmma ve gelisme

geriliklerine yol agmaktadir [30].

YETIiSKIN

BEYIN

Hafiza kaybi,

konsantrasyon eksikligi,

basagnsi, sinirlilik,
depresyon

SINDIRIM SISTEMI

Kabizlik,
mide bulantisi,
istahsizlik

SiNiR SISTEMi ——

Ekstremitelerde
uyusukluk ve agri
iceren hasar

vicut

Yorgunluk,
eklem ve kas agrisi

DOLASIM

Yuksek kan basinc

BOBREK

Anormal fonksiyon
ve hasar

UREME SISTEMi

Erkek: cinsel istek ve
sperm sayisinda azalma,
ve anormal sperm
Kadin: kendiliginden
olusan dusuk

)

GOCUK

SINIR SISTEMI

Hasar

BEYiN

Davranig problemleri,

digik 1Q, duyma kaybi,
o6grenme guclugu

vicut

Kemik ve kas
gelisiminde
azalma

BOBREK
Hasar

Sekil 2.3. Kursunun yetiskin ve ¢ocuklar tizerinde etkisi [40]

Kursunun viicuttan atilmasi, biiyiik oranda bobreklerle ve daha az oranda ise diski,

tiikriik, safra, sag ve tirnak ile olur. Bobreklerden genellikle glomeriiler filtrat ile atilir.

Anne siitii ve diger viicut sivilarinin da kursunun viicuttan atiliminda rol oynadigi

bildirilmistir [30].

12



2.3.2 Nikel

Nikel periyodik tablonun VIII B grubunda bulunan bir gegis metalidir. Atom numarasi
28 ve atom agirlig: 58,71 dir. Bilinen 7 radyoizotopu mevcut olmakla birlikte toprak-
bitki calismalarinda en yaygin kullanilan izotopu 63Ni’dir (yarilanma omrii 92 yil).

Cogunlukla siilfat ve oksitler halinde bulunan ve yeryiiziinde bulunma siklig1 24. sirada

olan nikelin ortalama konsantrasyonu % 0,008°dir. Toplam rezerv 130 xlO6 ton olarak
tahmin edilmektedir [41].

Parlak giimiisiimsii sert bir ferromanyetik olan nikel metali, nitrik asitte ¢éziinebilirken
seyreltik hidroklorik ve stilfiirik asitte az miktarda ¢oziinebilmekte, sicak-soguk su veya
amonyakta ise hi¢ ¢Oziiniirliik gostermemektedir. Nikelin, klor, kiikiirt ve oksijenle

yapmis oldugu bilesiklerin ¢ogu, suda kolaylikla ¢oziiniir ve karakteristik olarak yesil

renktedir. Nikel, sulu ortamda Ni+2 halinde bulunmaktadir. Nikel ve olusturdugu
bilesikler, karakteristik koku ve tada sahip degildir [42]. Nikelin biiyiikk bir ¢cogunlugu
(% 80), korozyon ve 1s1 direncinin yiiksek, sertliginin ve dayaniminin iyi olmasi
sebebiyle alasim {iretiminde kullanilmaktadir. Nikelin ana kullanim alani paslanmaz
celik, bakir-nikel alagimlar1 ve diger korozyona dayanikli alagim tiretimleridir. Saf nikel
kimyasal katalizor olarak elektrolitik kaplamada ve alkali pillerde, pigmentler, madeni
para, kaynak tirinleri, miknatislar, elektrotlar, elektrik fisleri, makine parcalar1 ve tibbi

protezlerde kullanilmaktadir [41, 43].

2.3.2.1 Nikel kirliligi

Nikel yer kabugundaki belli basli elementlerden olup, yiiz yila yakin bir siiredir
endiistride kullanilmaktadir. Sahip oldugu iistiin nitelikler nedeniyle endiistride en ¢ok
kullanilan metallerdendir. Dogal olarak bulunmasinin yam sira, yaygin kullanimi ve
insan aktiviteleri ¢evreye yayilan nikelin baglica kaynaklaridir. Nikel yakitlarin
yanmasi, madencilik, rafinasyon islemleri ve kentsel atiklarin kiillestirilmesi ile
atmosfere yayilmaktadir. Bunun yani sira lagim ¢amuru karismis toprakta ve sigarada (0
— 0,51 pg/sigara) bulunmaktadir. Derideki etkilesim nikel iceren taki kullaniminda

ortaya c¢ikabilmektedir. Nikel madenciligi ve ergitme endiistrisinde mesleki maruziyet

goriilmektedir. Solunabilir boyuttaki nikel tozlari i¢in TRK degeri 0,5 mg/m3 olarak
belirlenmistir [44].
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2.3.2.2 Nikel toksisitesi

Nikel organizma igerisinde serbest bir radikal olarak davranir ve DNA’y1 oksitleyerek
mutasyona sebep olur. Bu oOzellikleri nedeniyle sulu ortamlardan uzaklastirilmasi
gereken nikel iyonlari, ayni1 zamanda sahip olduklari teknolojik degeri nedeniyle de geri

kazanimi 6nemli olan bir agir metaldir [45].

Nikel ve belirli nikel bilesenleri kanserojen olarak kabul edilen maddeler listesinde yer
almaktadir. Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC) nikelin bilesenlerini grup
1'de (insanlarda kansere yol actigina dair yeterli kanit bulunan), nikeli ise grup 2'de
(insanlarda kansere yol agma olasiligt bulunan) listelemistir. Nikel insanlara sulu
yiyeceklerden gecer ve zamanla akciger, bagirsak ve deri gibi dokularda birikerek
kronik etkiler ortaya ¢ikarir. Bunlarin basinda, akciger fibrozisleri, kardiyovaskiiler ve
bobrek hastaliklart gelir [46]. Nikel rafinasyon is¢ileri lizerinde yapilan ¢alismalar, mide

ve akciger kanserine yakalanma oraninin yiiksek olduguna dikkat cekmektedir.

Atik sulardaki agir metallerin, aritim sonrasi BOI (biyokimyasal oksijen ihtiyaci) ve
KOI (kimyasal oksijen ihtiyac1) degerleri lizerinde birgok arastirma yapilmistir. Yapilan
arastirmalarin sonuglar1 metal toksisitesinin, glimiis, civa, bakir, krom, nikel, kursun ve

¢inko sirasina gore oldugunu gostermistir [47].

2.4. Atik Sulardan Agir Metal Giderim Yontemleri

Atik sulardan agir metallerin uzaklastirilmas: teknikleri genel olarak ters osmoz,
ultrafiltrasyon, elektrodiyaliz, iyon degisimi, kimyasal ¢Oktiirme, bitkiler kullanilarak
gerceklestirilen fitoremediasyon, adsorpsiyon ve biyosorpsiyon gibi yontemlerden
olugsmaktadir [48]. Klasik yontemlerin kullanim1 maliyeti artirmakta ve aktif camurlarda
yogun toksik bilesikler meydana getirerek aritimi daha da zor hale getirmektedir [49].
Ayrica, bu yontemler yliksek metal konsantrasyonlariin gideriminde kullanilirken,
maliyetin yliksekligi nedeniyle diisiik konsantrasyonlu (1-100 ppm) metal kirliliginde
kullanilamamaktadir [50]. Bu nedenle endiistriyel atik sulardan agir metal gideriminde
biyolojik sistemlerin kullanimina yonelik biyoteknolojik uygulamalar 6n plana

cikmaktadir. Son yillarda agir metallerin gideriminde bir¢ok mikroorganizmanin 6lii,
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canl1 ve tutuklanmis hiicreleri denenerek, alinimin en yiiksek oldugu pH ve sicaklik gibi

optimum ortam kosullar1 aragtirilmaktadir.
2.4.1. Hiperfiltrasyon (ters 0zmoz)

Atik su icinde ¢Ozlinmiis olan agir metallerin yar1 gecirgen bir zar ile ortamdan
ayrilarak, osmotik basincin tersi istikamette, daha giiclii bir basing altinda ayrilmasi

islemidir. Bu yontemin en biiylik caydirici yonii pahali olmasidir [51].

2.4.2. Ultrafiltrasyon

Basing altinda membranlardan agir metallerin giderilmesi uygulamasidir. Bu
uygulamanin ters osmoz sisteminden en belirgin farki daha diisiik basing altinda
gerceklestiriliyor olmasidir. Genellikle yag ve renkli kolloidal ¢ozeltilerin aritilmasi
islemlerinde kullanilmaktadir. Dezavantajlar1 icinde en temeli ¢amur olusumu ve

membran gézeneklerinin tikanmasidir [51].

2.4.3. Elektrodiyaliz

Bu yontemde, iyonik bilesenler (agir metaller), yar1 gegirgen ve iyon segici membran
kullanarak ayrilir. Iki elektrot arasinda dogurulan bir elektrik potansiyeli farki sonucu,
cozelti icerisinde bir elektrik akimi meydana gelir ve katyonlar negatif elektroda,
anyonlar ise pozitif elektroda yaklasirlar. Katyon ve anyonlar ilgili elektrotlara dogru bir
¢ekim altina girerken diizenek igerisindeki anyon ve katyona duyarl zarlardan gecerler.
Diisiik ¢6ziiniirliige sahip tuzlarin membran yiizeyinde ¢okerek kalmasi ve kolloidal
cozelti icerisindeki organik maddelerin membran gozeneklerini tikamasi elektrodiyaliz
yonteminin en énemli dezavantajlaridir. Membranlarin tikanmasini en aza indirmek i¢in
elektrodiyaliz dncesi On filtrasyon, kimyasal ¢coktiirme ve aktif karbon islemleri faydal

olabilmektedir [51].

2.4.4. Iyon degisimi

Bu islem agir metal iyonlarinin elektrostatik kuvvetlerce fonksiyonel grup olarak kati
yiizeyinde immobilize edilerek, ortamda bulunan diger iyonlarla degis-tokus esasina

dayanir. Iyon degisimi bir kolon boyunca gerceklesir. Kolon igindeki reginenin iyon
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yakalama kapasitesinin diismesiyle verim azalair. Bu gibi durumlarda kolonun geri
yikamasi ile kolon rejenerasyonu yapilmasi gerekmektedir. Bu islem de yiiksek maliyet

ve bazi iyonlarin kismen giderilmesi gibi olumsuz yonler icermektedir [51].

2.4.5. Kimyasal ¢oktiirme

Metallerin kimyasal olarak c¢oktiiriilmesi sap, kireg, demir tuzlar1 ve diger organik
polimerler gibi koagiilant ilavesi ile gerceklestirilir. Kimyasal ¢oktiirme esnasinda
yiiksek miktarda tiretilen ve toksik bilesikler iceren camur bu islemin bas dezavantajidir.
Coken agir metallerin toksisitelerinden oOtiirli ¢amur stabilizasyonunu saglamakta

aksakliklar yasanabilmektedir [51].

2.4.6. Fitoremediasyon

Metaller ile kirletilmis olan toprak, sediment, ve sularin bazi bitkiler kullanilarak
metalden armndirilmast  islemidir. Dezavantaji; islem esnasinda metallerin
uzaklagtirllmasinin ve daha sonraki basamaklar i¢in bitkinin rejenerasyonunun uzun
zaman aliyor olmasidir [51].

Ancak, tim bu metotlarda, yetersiz metal giderimi, yiliksek reaktif ve enerji ihtiyaci,
0zel bertaraf teknikleri ve kosullar1 gerektiren, dikkatli atilmasi1 gereken toksik ¢amur

veya diger atik {iriinlerin olusmasi gibi dezavantajlar yer almaktadir [51].

2.4.7. Adsorbsiyon

Gaz veya sivi fazinda ya da herhangi bir ¢ozeltide bulunan ¢oziinmiis maddelere ait
molekiil, atom veya iyonlarin bir maddenin yiizeyinde tutunmasi olayma adsorpsiyon
adi verilir [52]. Katinin yiizeyine tutunan taneciklerin yiizeyden ayrilmasina da
desorpsiyon denir [53]. Adsorpsiyon, fiziksel ve/veya kimyasal bir siiregtir.
Adsorplanan maddeye adsorbat, ona destek olan alttaki katiya da adsorban adi verilir
[54].

Adsorbsiyon islemi fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak gerceklesebilmektedir.
Fiziksel adsorbsiyon, zayif ¢ekim kuvvetleri araciligiyla gerceklesirken, kimyasal bir

baglanma s6z konusu degildir. Kimyasal adsorbsiyonda Kkirletici ile adsorblayici
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arasinda kimyasal olarak baglanma meydana gelmektedir. Iyonik adsorpsiyon ise

elektrostatik ¢cekim kuvvetlerinin rol aldig1 bir adsorpsiyon seklidir [54].
2.4.8. Biyosorpsiyon

Metal aritma yetenegine sahip olan canlilara biyosorbents adi verilmektedir. Canli
hiicreler vasitasi ile aktif olarak meydana gelen metal giderimine biyobirikim, genellikle
Oli hiicre yiizeyine pasif olarak tutunma yolu ile meydana gelen giderime ise

biyosorpsiyon ya da adsorpsiyon adi1 verilmektedir [55].

Biyosorpsiyon; icinde cesitli bilesenlerin yer aldigi sularda, daha ziyade de atik
sulardaki organik ve inorganik kirleticilerin veya metal iyonlarinin biyolojik kokenli

varliklarin ya da mikroorganizmalarin yiizeylerine tutunmasi islemidir [56].

Biyosorpsiyon, biyolojik malzeme ile eklendigi ortamdaki metallerin ya da benzer
maddelerin uzaklastirilmast islemidir. Hemen hemen tiim biyolojik malzemeler

biyosorpsiyon yapabilme 6zelligine sahiptir [57].

Biyosorpsiyon, Shumate ve Stranberg'in 1985'te belirttigi gibi "metal / radyoniiklid
tirler ile mikrobiyal hiicrelerin arasinda olusabilecek dolayli bir fizikokimyasal

etkilesim" olarak da tanimlanabilir [58].

Zaten genel olarak biyosorpsiyon terimi iyonlari, esas olarak da agir metal ve
radyoniikleidleri alikoyma isleminde biyokiitlenin 6zelliklerini tanimlamak i¢in

kullanilmaktadir [59].

Mikrobiyal biyokiitle uygulamalarindan olan biyosorpsiyon, atik sulardan metal aritimi
icin yararli bir enstriiman olup, aktif karbon ile iyon aligverisi veya adsorpsiyon
islemlerinin kullanildig1r konvansiyonel pek ¢ok uygulama i¢in de iyi bir alternatiftir

[60].

Yontem biyolojik malzemenin baglama kapasitesi ile dogrudan iliskilidir. Bakteriler,
algler, mantarlar ve mayalarin metal sorbe etmek yetileri ¢ok yiiksek olup, bu

mikroorganizmalarin potansiyel metal biyosorbentleri oldugu kanitlanmistir [61].
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Metallerin metabolizmadan bagimsiz, pasif olarak alinimi daha hizli olmakla birlikte,
geri kazanimi1 miimkiin ve ayrica az enerji gerektirmektedir [62, 63]. Biyosorpsiyon i¢in

harcanan enerji 21 kJ/mol iken, biyobirikim i¢in harcanan enerji 63 kJ/mol’diir [64].

Biyosorpsiyon mekanizmasi genellikle metal iyonlar1 ve hiicre ylizeyinde bulunan
fonksiyonel gruplar arasindaki elektrostatik etkilesim, iyon degisimi, metal iyonunun
selatlanmas1  gibi etkilesimlere baghdir [2]. Biyosorpsiyon ¢alismalari, 6li
mikroorganizmanin hiicre yapisindaki bazi degisikliklerden dolayr olumlu yonde
etkilenerek yasayan hiicrelerden daha fazla miktarda metali adsorblayabilmektedir [55,
65]. Olii hiicreler iyon degisimi yapabilmeleri ve tekrar tekrar kullanilabilmelerinden
dolay1 sentetik adsorbantlara benzedikleri i¢in ekonomik agidan son yillarda ¢ok ilgi

¢ekmektedir [66-68].

Yirmibirinci yiizyilda siirekli olarak artan g¢evre bilinci ve dolayisiyla getirilen yeni
yasal yonetmelikler ve kisitlamalar neticesinde, atik sularin desarj kosullarina uyum
saglayabilmek i¢cin uygun maliyetli alternatif aritim teknolojilerine gereksinim
duyulmaktadir. Bu baglamda, mikrobiyal biyokiitle uygulamalar1 g¢evre dostu ve
ekonomik atik su aritma metodlarinin gelistirilmesi i¢in vazgecilmez bir secenek olarak

ortaya ¢ikmistir.
2.4.8.1. Biyosorpsiyon mekanizmalari

Son yillarda giderek dnem kazanan biyosorpsiyon isleminin ¢alisma prensipleri ve
islem sirasindaki basamaklarin olusma silsilesi heniiz tam olarak agiklanamamustir.
Mikroorganizma yapilarinin genel olarak karmasik olmasindan dolayi, metalin hiicre
tarafindan  yakalanmasi ve tutulmasinda farkli mekanizmalar islemektedir.
Mikroorganizmalarla agir metal giderimi metabolik aktiviteden bagimsiz olarak ve/veya

metabolik faaliyetlerle ger¢eklesmektedir [55, 69].

Biyosorpsiyon isleminin mekanizmas1 farkli agilardan degerlendirilerek asagidaki gibi

bir siniflandirma yapilmstir.
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Sekil 2.4. Biyosorpsiyon mekanizmalarinin siniflandirilmasi [70]

Cansiz hiicrelerden olusan bir ortamda metal tutuklama islemi, metabolizmal faaliyetler
s6z konusu olmadiginda metabolizmadan bagimsiz bir yolla gerceklesir. Bu durumda
metal uzaklagtirmada rol oynayan en onemli yer hiicre duvaridir. Cozeltideki metal
iyonlart hiicre duvar1 biyopolimerlerinde bulunan kimyasal fonksiyonel gruplarla
etkileserek ylizeye adsorbe olurlar. Hiicre yiizeyindeki potansiyel baglanma bdlgeleri;
aminler, amidler, imidazoller, hidroksiller, karboksilatlar, fosfatlar, tiyoeterler ve diger
fonksiyonel gruplar igerir. Potansiyel ligantlarin sayist ve tiirii cesitli bolgelerde
meydana gelen baglanmalara ve metal tlirlerine baghdir. Metabolizmadan bagimsiz
biyosorpsiyon genellikle hizlidir, pH’dan etkilenir ve 1limli bir sicaklik (4-30°C)

araliginda verimli olur [71].

Hiicre zarindan igeri tasinim olay1 hiicre metabolizmasi ile ilgilidir. Canli hiicrelerde
calisirken bazi toksik elementlerin yiiksek konsantrasyonda olmasi, biyosorpsiyon
aragtirmalarma imkan vermemektedir. Bu nedenle, bu ¢esit biyosorpsiyonun
mekanizmas1 hakkinda yeterli bilgi bulunamamaktadir. Mikrobiyal hiicre zarlarindaki
agir metal iyonlar1 taginimi hiicre metabolizmasinda gerekli olan potasyum, magnezyum
ve sodyum gibi iyonlarin tasinma mekanizmasiyla ayni olabilir. Metal taginma sistemi,
ayn1 yukli ve iyonik yarigapli agir metal iyonlarmin varliginda, karisik bir durum arz
eder. Bu mekanizma genellikle metabolik aktiviteye bagli olmayan biyosorpsiyon

olayiyla eszamanli olarak meydana gelmektedir. Literatiirdeki bir¢ok Ornekte canli
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organizmalar vasitasiyla yapilan biyosorpsiyon, iki temel basamagi kapsamaktadir.
Bunlardan birincisi metabolizmaya bagli olmadan hiicre duvarlarina baglanma ve
ikincisi de metabolizmaya bagli olarak, metal iyonlarinin hiicre zarindan hiicre igine

tasinip biriktirilmesidir [72, 73].

Fiziksel adsorpsiyon olayinda biyosorpsiyon, Van der Waals kuvvetlerinin ve diger
zayif molekiiller aras1 kuvvetlerinin (dipol-dipol gibi) varligiyla gerceklesir. Bir fungal

biyokiitle olan Rhizopus arrihizus ile toryum ve uranyumun biyosorpsiyonu iizerine
yapilan bir ¢aligmada; bu metallerin biyosorpsiyonunun hiicre duvarinda yapi elemani
olarak bulunan kitin tarafindan fiziksel baglanma yoluyla saglandig1 tespit edilmistir
[60]. Ayrica uranyum, kadmiyum, ¢inko, bakir ve kobalt gibi metallerin canli olmayan
alg, mantar ve maya biyokiitleleri ile biyosorpsiyonunda, ¢ozeltideki iyonlar ile hiicre
duvarlar1 arasinda elektrostatik etkilesimin etkili oldugunu ileri siiriilmustir [61].
Elektrostatik etkilesimin, bakteri ve alglerle yapilan bakir biyosorpsiyonunda da etkili

oldugu kanitlanmistir [74].

Iyon degisimi mekanizmasindaki biyosorpsiyonda, mikroorganizmalarin hiicre
duvarinda bulunan polisakkarit yapilar 6nem tasir. Dogal polisakkaritlerin iyon degisimi
ozellikleri detayli olarak calisilmis ve iyice belirlenmistir ki bivalent metal iyonlari
polisakkaritlerin kars1 iyonlar: ile yer degistirmektedir [18]. Ornegin, deniz alglerinin
alginatlar1 genellikle potasyum, sodyum, kalsiyum ve magnezyum gibi elementlerin
dogal tuzlarindan olugsmaktadir. Bu metalik iyonlar; kobalt, bakir, kadmiyum ve ¢inko
gibi karsi iyonlarla yer degistirebilmekte ve sonug¢ olarak metallerin baglanmasi ve

aritimi saglanmaktadir [61].

Kompleks olusturma yoluyla biyosorpsiyon, metal iyonlar: ile aktif gruplar arasindaki
etkilesimden sonra, hiicre ylizeyindeki kompleks yapiya bagli olarak meydana gelebilir.
Metal iyonlar tek bir liganda ya da selata baglanabilir. Ozellikle hiicre duvarini bir ag
Orgii gibi saran kitin tabakasinin azotu ile metaller arasindaki uyum, adsorpsiyonu
saglamaktadir. Bu tarz biyosorpsiyon, hem adsorpsiyon yoluyla hem de metallerle
polisakkarit yapidaki hiicre duvarinda var olan amino ve karboksil gruplar1 arasinda

uyumlu baglar olusturularak meydana gelmektedir [60].
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Bir bagka adsorpsiyon mekanizmasi olan ¢okelme hiicre metabolizmasina bagli oldugu
gibi, ondan bagimsiz da gergeklesebilir. Birinci durumda genellikle ¢ozeltideki metalin
aritimi, mikroorganizmalarin aktif savunma sistemleri araciligiyla olmaktadir. Cozeltide
bir toksik metalin varlig1 halinde, savunma sistemi onunla reaksiyona girerek, ¢okelme
islemini hizlandiran bazi1 bilesikler iiretir. Baz1 Arthrobacter ve Pseudomonas tiirleri ile
cozeltiden kadmiyumu ayirma isleminin, detoksifikasyon yoluyla gerceklestigi ve
kadmiyumun hiicre ylizeyi iizerine ¢oktiigli belirlenmistir [60]. Bu ¢okelme olayi, hiicre
metabolizmasina bagli degildir. Belki hiicre ylizeyi ile metal arasindaki kimyasal
etkilesimin bir sonucu olabilir. Literatiirden de anlagilacag1 gibi biyosorpsiyon olaymin
mekanizmas1 tek tip degildir. Ayn1 anda birden fazla mekanizmada meydana

gelebilmektedir.

Biyosorpsiyon ¢alismalarinda, agir metal giderimini; metal iyonu konsantrasyonu,
biyosorbent konsantrasyonu, pH, sicaklik, karistirma hizi ve kontakt zamani direkt

olarak etkilemektedir [75, 76].

Metalin ¢ozelti igerisinden alinip, hiicrece giderilis konumuna gore ise ti¢ sekilde bir
siiflandirma yapilmaktadir [60, 77]:
1. Hiicre dis1 birikim (mikro¢okelme)
2. Hiicre ylizeyinde emilim (fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyon,
elektrostatik
etkilesimler, iyon degisimi, komplekslesme)
3. Hiicre i¢i birikim — biyobirikim (metal iyonlar1 hiicre zarindan igeri

gecerek hiicre stoplazmasinda biriktirilir.)

2.4.8.2.Biyobirikim

Biyobirikim, bir ortamda ¢6ziinmiis olarak bulunan ¢esitli bilesenlerin ayn1 ortamdaki
canli hiicrelerin i¢inde, hiicre zarindan ge¢gmek suretiyle birikmesidir [78]. Biyobirikim
islemi, canli hiicrelerde olan ve biyosorpsiyonla karsilastirildiginda daha yavas isleyen

bir siiregtir [79].

Mikroorganizmalar, ihtiya¢ duyduklar1 veya ortamda bulunan elementleri tasima

sistemleriyle hiicre icine alabilirler. Cogu metal tasima mekanizmasinin hiicre zari
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tizerinde goriilen elektrokimyasal gradientlere bagli oldugu bilinmektedir. Bunun
yanisira hiicre igine transportasyon, toksik maddelerin hiicre zarinin gegirgenliginde

tahribata yol agmasiyla birlikte diflizyonla da gerceklesebilir [80, 81].

Biyobirikimde mikroorganizma, metal veya metalleri segerek kontrollii bir sekilde
blinyesine almaktadir. Mikroorganizmalar birden fazla metale maruz kaldiklarinda
metabolize edebilecegi metalleri tercih etmektedir. Metaller biyobirikimde hiicre
igerisine metabolizmaya bagli olarak alinmaktadir. Mikrobiyal biyobirikimde metaller
ilk asamada iyon degisimi veya fiziksel adsorpsiyon ile hizli bir sekilde hiicre
yiizeyinde toplanmaktadir. Daha sonra hiicre zarindan metabolizmaya bagli olarak hiicre
icersine alinmaktadir. Hiicre yiizeyinde bulunan tiyollerin metallerin hiicre icersine aktif
taginmasinda gérev aldigi bilinmektedir. Hiicre igine endositoz ile tasinan metaller, yine
hiicre iginde bulunan metallotiyonein proteinleri ile selatlanarak detoksifiye olmaktadir
[82-85].

Canli organizmalarin bulundugu bir ortamda kendiliginden olusan ve difiizyona olanak
saglayan siiriicli giic; mikroorganizma hiicrelerinin {iredigi ortamdaki bilesenlerin hiicre
icine alimi, hiicre ici ve dist derisim farkindan dolayr olugmaktadir. Bdylelikle
ortamdaki maddeler hiicre zarindan gecerek, hiicre i¢cinde birikebilmektedir. Difiizyona
sebep olan siiriicii gii¢ kimyasal potansiyel olarak adlandirilir ve bu durum, hiicre

disindaki kimyasal1 hiicre icerisine hareket ettirir [86, 87].

Membranin iki yakasindaki konsantrasyon farkindan dogan difiizyonun kendi dogasi
nedeniyle mikroorganizma hiicreleri, ortamdaki maddelerin, toksik etkileri olsun ya da

olmasin hiicre icerisine girmelerine engel olamamaktadir [88].

Hizla gelisen endiistrinin sebep oldugu bozulmalarda mikroorganizmalar toksik agir
metallere karst mekanizmalar gelistirir. Mikroorganizmalar kalitsal direngliliginden
ziyade bu direngliligi ya mutasyonla ya da diisiik konsantrasyondan yiiksek
konsantrasyona adim adim tasinarak kazanir. Boyle mikroorganizmalar agir metalle
kontamine sularin temizlenmesi veya bu sulara miidahale etmek i¢in gelistirilmis
biyotoplayict olarak ise hazir hale getirilebilir. Bdylece metale direngli suslarin
gelistirdigi mekanizma biyoteknolojik kullanimlari gelistirmede temel olabilir [89].

Ozellikle biyobirikim c¢alismalarinda metalle kirlenmis ortamlardan izole edilen
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mikroorganizmalarin hiicre igerisine, metale maruz kalmayan ortamlardan izole edilen
mikroorganizmalardan daha ¢ok metal biriktirdigi rapor edilmistir. Daha 6nceden
edinilmis olan direnglilik mekanizmasi mikroorganizmanin metal alinim kapasitesini

arttirmaktadir [90].

Metal direngliliginin 6l¢iilmesinde LCsy degeri sik¢a kullanilmaktadir. Canli hiicrelerin
% 50’sini 6ldiiren metal dozu ne kadar yiiksek ise canlinin o metale kars1 direncliligi de

yiiksek olmaktadir [91].

2.4.8.3. Biyosorpsiyonda kullamlan mikroorganizmalar

Biyosorpsiyon icin secilecek mikroorganizma, dogada yaygin olarak bulunmali,
endustri atiklarindan izole edilmeli, ¢cevresel streslere karst direngli olmali, kolaylikla

tireyebilmeli ve ucuz maliyetler ile iiretilebilmelidir [77].

Mikroorganizmalar ile agir metal giderimi hakkinda bir¢ok arastirma yapilmis, yesil
algler [92, 93], siyanobakteriler [94, 95], baz1 bakteriler [96, 97], mantarlar, kiifler [98],
mayalar [99] gibi mikroorganizmalarin ortamda bulunan agir metalleri biinyelerinde
topladig rapor edilmistir. Kiif ve mayalarda karboksil, fosforil ve polifasfat gruplarinin,
bakterilerde EPS, teikoik asit ve teikoik asitin karboksil gruplarinin, yesil algler ve
siyanobakterilerde iironik asit ve tiyollerin yogun olarak bulunmasi son yillarda bu

mikroorganizmalarin metal gideriminde kullanilmalarindaki ilgiyi arttirmaktadir.

Mikroorganizmalarda tek cesit metal iyonuna maruziyette, biyosorpsiyonu etkileyen
faktorler olarak organizmanin 6zgil ylizey oOzellikleri, pH, sicaklik, metal iyonu
baslangi¢ derisimi, biyokiitle derisimi, biyokiitle tipi, biyokiitle hazirlanisi, kirleticilerin
kimyasal yapis1 sayilabilir. Birden ¢cok metal iyonu ile maruziyette ise metal iyonlarinin
mikroorganizmalara kendiliginden baglanmasi ile metal kombinasyonu, metal derisim
diizeyleri, metal eklenme sirasi gibi faktorler bu siireci etkiler [87]. Belirli bir
mikroorganizma tiiriiniin, bir metal iyonunu adsorplama kapasitesi, ortamda baska bir

metalin varligina gore artabilir, azalabilir veya higbir degisim gostermeyebilir.

Mikroorganizmalarin metal giderim kapasitesini arttirmak i¢in, canli ve kuru hiicreler
kimyasal veya dogal bir matriks ile tutuklanmaktadir. Tutuklanmis hiicreler olumsuz dis

etkenlerden korunarak, uygulanacagi biyoproseslerde tekrar tekrar kullanilabilmektedir.
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Bunun yani sira, tutuklanma, hiicrenin uzun siire canli kalmasini saglamaktadir. Bu da

teknolojik agidan avantaj saglayan bir durumdur [100-102].

Gardea-Torresdey ve ark. (1998), Synechococcus sp. PCC 7942 izolatinin tutuklanmis
hiicrelerinde bakir, kursun, nikel, kadmiyum ve krom biyosorpsiyon oraninin kuru

hiicrelerin biyosorpsiyon oranina gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir [103].

2.5. Pseudomonas spp.

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesinde yer alan Gram negatif, basil
morfolojisinde bakterilerdir. Dogada, toprakta ve suda yaygin olarak bulunurlar [104].
Azot dongiisiinde 6nemli rol oynarlar. Pseudomonas’lar katalaz ve oksidaz pozitif,
sekerleri oksidasyon ile parcalayabilen ancak fermentasyon yapmayan bakterilerdir. Bu

nedenle nonfermentatif gram negatif basiller grubunda yer alirlar [105].
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Resim 2.2. Pseudomonas aérJginosa bakterisinin mikroskop goriintiisii (x‘ 1000) [106]

Pseudomonas cinsi bilyiikk ve kompleks bir Gram negatif bakteri toplulugu olup klinik
ve cevresel acilardan dikkate alinmasi gereken pek cok tiir icerir. ilk kez Midula
tarafindan 1894’te tanimlanan Pseudomonas cinsi, tir diizeyinde tanimlama
metodlarindaki gelismelere bagli olarak pek ¢ok kez revizyona ugramistir.
Pseudomonas cinsinin, 1970’lerin basinda gergeklestirilen ribozomal RNA-DNA
hibridizasyon ¢alismalar1 birbirinden bagimsiz bes gruptan olustugunu gostermistir.
Pseudomonas cinsi Proteobacteria’larin gama alt sinifinda olup, rRNA homoloji grup
I’dir. rfRNA homoloji grup II’de Burkholderia tiirleri; grup III’'de Comamonas,

Acidovorax ve Hydrogenophaga cinsleri; grup 1V’de, Brevindumonas tiirleri ve grup
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V’de, Stenotrophomonas ve Xanthomonas cinsleri yer alir. Giiniimiizde Pseudomonas
cinsi i¢inde 160 tiir bulunur ve bunlarin iginden 12’ si klinik éneme sahiptir [107].
Bilinen tiim tiirler icerisinde genetik olarak en biiyiik farklilik gosteren tiir P. stutzeri
olup en az 18 genomovara sahiptir. Ozellikle bitki, toprak, biyoteknoloji ve deniz
bilimleri agisindan 6nem tasiyan P. stutzeri, P. fluorescens ve P. putida tiirlerinde
heterojen bir dagilim izlenmektedir. Klinik tip agisindan kisitli 6neme sahiptirler.
Polifazik siniflandirmadaki ilerlemelere baglh olarak yeni degisikliklerin ortaya ¢ikmasi
kaginilmazdir ve klinik ¢alismalar bu degisiklikleri izleyerek bu tiirleri klinik degeri
daha fazla olan diger Pseudomonas tiirlerinden ayirabilmelidir [107].

Tablo 2.3. Pseudomonas spp. Tanimlanmasinda Kullanilan Temel Kriterler [108]

Tanmimlama asagidaki maddeler esas alinarak yapilir:

1. Gram negatif ¢omak

2. Oksidaz pozitif

3. Tipik koku (iiziim veya sabun benzeri koku)

4. Ayirt edilebilir koloni morfolojisi

a. Kanli ve ¢ikolatamsi agarda metalik parlaklik veren genis koloniler, mukoid,
girintili ¢ikintily,

pigmentli (piyosiyanin) ve ¢ogunlukta beta hemoliz yapan koloniler

b. MacConkey agarda yesil pigmentli yada metalik parlaklik gosteren laktoz negatif
koloniler

Dikkat edilecek hususlar:

1. Baz1 Aeromonas izolatlar1 tipik kokulari disinda P.aeruginosa'ya benzer ama
indol-pozitif olmalari ayirt edicidir ( P. aeruginosa indol-negatif).

2. Kistik fibrozis hastalarindan izole edilen bazi Burkholderia cepecia tiirlerinin
morfolojileri P.aeruginosa'ya benzer.

Pseudomonas spp. bakterilerinin fosfor, demir ve azota olan ilgileri farklilik
gostermektedir. En iyi gelisme gosterdikleri sicaklik 28 °C olarak belirlenmistir.
Oksidaz testlerinde farkli reaksiyon verebilirlerken katalaz testleri pozitif olarak
belirlenmistir. Fluoresan(+) Pseudomonas spp.’lar piyoverdin pigmenti iiretmeleriyle
pigmentli yapiya sahip olurken fluoresan olmayan tiirlerde de pigmentsiz yap1 gozlenir
[109]. Pseudomonas spp. tiirlerinin ¢ogu glukoz, fruktoz, galaktoz ve L-arabinozu

gelisimleri i¢in kullanirlar [110].

Jessen O. en az 5 tip P. aeruginosa morfolojisi tantmlamistir [111]. Bunlar:
1-) Yuvarlak diizgiin, parlak ve digbiikey olan koloniler yar1 saydam, homojen ve

beyazimsi-gri renklidirler. Bu tarz koloniler nemli ve gevsektir.
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2-) Diizensiz, girintili ¢ikintili koloniler,

3-) Kuru, yass1 ve dairesel olan koloni morfolojisinde ise bakteriler opak ve
graniilliidiirler.

4-) Mukoid koloniler ise genellikle diger koloni tiplerinden daha biiyiik ve dis
biikeydirler. Diizgiin, nemli ve parlak yiizeyleri vardir. Bunlar da hemen her zaman
opak, homojen ve beyazimsi veya gri-yesil renktedirler.

5-) Burusuk koloniler diger koloni tiplerinden daha kiiciik, dairesel ve kuru

yiizeylidirler. Bu tarz koloniler opak, graniillii gri ve yesildir.

Beta-hemolysis
\ YSIS

Gamma-hemolysis /

Resim 2.3. Koyun kanli agarda Pseudomonas aeruginosa koloni morfolojisi [112]

\_4/,,

seudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp.lar zorunlu aerobdur. Organik iireme faktorlerine ihtiyaglari yoktur.
Hafif alkali ortam {iremelerini kolaylastirir. Genellikle kanli agarda beta hemoliz
yaparlar (Resim 2.5), tipik yesil metalik parlaklik olustururlar. MacConkey Agar’da
mavi-yesil rofle vererek iirerler. izolasyon sirasinda ekim yapilmis besiyerleri 24-48

saat inkiibe edilirler [107].
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Bir¢ok Pseudomonas tiirii pigment iretir [111]. Pyoverdin (yesil-Sar1) ve piyosiyanin
(mavi) ad1 verilen floresan pigmentler nétral ve alkali pH’da mavi veya yesilimsi mavi
olarak goriliirler. ‘Aeruginosa’ adi bu pigmentten ileri gelmektedir. S6z konusu
pigmentler uzun dalga boylu UV 1siginda (Wood lambast ile) floresan verirler. Bunun
yaninda piyorubin (koyu kirmizi) veya piyomelanin (kahverengi-siyah) pigmentleri
yapan suslar da vardir. Piyosiyanin varligi P. aeruginosa i¢in 06zgiin, ayiricit bir
Ozelliktir. Ayrica kiiltiirdeki tatli iiziim benzeri koku da P. aeruginosa’y: identifiye
etmede ve dogrulamada aymi derecede Ozgiindiir. Bu kokuyu 2-aminoasetofenon
vermektedir [111, 113].

Pseudomonas suslarinda da bulunan bakteriosinler, bakteriler tarafindan iiretilen ve ayni
tirtin diger suslar1 iizerinde letal etki gosteren enzimlerdir. Pseudomonas tiirlerinin
cogunda antibakteriyel ajanlara karsi direng¢ vardir. Antibiyotik ve ila¢c duyarliligi

pratikte yeni tiirlerin tanimlanmasi i¢in 6nem arz etmektedir [114].
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3. BOLUM
MATERYAL - METOD
3.1 Materyal
3.1.1 Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Atik su aritma tesisinin giris havuzu, kum ve yag tutucu havuz, havalandirma havuzu,
¢Okeltme havuzu ve ¢ikis havuzu olarak belirlenen bes farkli noktasindan alinan su
numunelerinden izole edilen ve tanimlanan 22 adet Pseudomonas aeruginosa, 11 adet
Pseudomonas stutzeri ve 7 adet Pseudomonas mendocina izolatlar1 calismada

kullanilmustir.

3.1.2. Pseudomonas spp. iiretimi, muhafazas1 ve metal deneylerinde kullanilan

besiyerleri

Atik sudan Pseudomonas spp. izolatlarimi elde etmek, tanimlamak, elde edilen
bakterileri muhafaza etmek, metallere maruz birakmak icin asagidaki besiyerleri

belirtildigi sekilde hazirlanarak ¢alismada kullanilmistir.
a) Pseudomonas Agar F (base) (Merck KGaA)

Ticari olarak temin edilen Pseudomonas agar’ in 35 g’t 1000 ml deiyonize suda
¢oziilmiis; 10 gram gliserol ilave edilmis; 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
petri kaplarina 4 mm kalinliginda dokiilmiistiir. Besiyerleri ve karigim oranlar1 Tablo

3.1’ de gosterilmistir.
b) Nutrient broth (Merck KGaA)

Ticari olarak temin edilen nutrient broth’un 8 g’1 1000 ml distile suda ¢oziilerek 121
°C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Steril olan sivi besiyeri 10 ml seklinde steril cam

tiiplere dokiilmiistiir. Besiyerleri ve karisim oranlar1 Tablo 3.1° de gosterilmistir.
c¢) Nutrient agar (Merck KGaA)

Ticari olarak temin edilen nutrient agar’in 20 g’1 1000 ml distile suda ¢oziilerek 121
°C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Steril petri kaplarina ve yatik agar hazirlamak icin
steril cam tiiplere dokiilmiistiir.

28



Tablo 3.1. Calismada kullanilan besiyerleri ve ¢ozelti derisimleri

Besiyerleri Cozelti derisimleri

Pseudomonas agar F (base) (Merck KGaA) | 35 g besiyeri/1000 ml deiyonize su + 10 ml

gliserol

Nutrient broth (Merck KGaA) 8 g besiyeri/1000 ml deiyonize su

Nutrient agar (Merck KGaA) 20 g besiyeri/1000 ml deiyonize su

3.1.3 Calismada kullanilan metaller

Calismada Nikel(II) ve Kursun(Il) metallerinin tuz formlar1 kullamilmistir. Asagida

kullanilan metaller ve tuz bilesiklerinin molekiil agirliklar1 verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan metaller, tuz bilesiklerinin kimyasal formiilleri ve molekiil

agirliklar
Kullanilan Metal molekiil Tuz bilesiginin Tuz bilesiginin
Metaller agirhg Molekiil agirhg1 | kimyasal formiilii
Nikel(I1) (Ni) 58,6934 129,5994 NiClo
Kursun(II) (Pb) 207,19 278,096 PbCl»

3.2. Metot
3.2.1. Atik sudan Pseudomonas spp. izolasyonu

Atik su aritma tesisinde bulunan aritma islemlerinin herbir basamagina ait havuzlardan
alman su numuneleri her bir petriye bir ml olacak sekilde dokme plak yontemiyle
Pseudomonas agara ekilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonrasinda uygun koloniler
alinarak tekrar Nutrient agara tek koloni yontemiyle ekim yapilmigtir. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyon sonrasinda gram boyama yapilarak saf koloniler gériintiilenmis, sonrasinda

VITEK 2 Compact 30 (Biomerieux) cihazinda otomatik olarak tanimlanmistir.
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Resim 3.1. Pseudomonas aeruginosa BK40 numarali izolatin gram boyanmis
mikroskop goriintiisii

3.2.2. izolatlarin muhafazas

Nutrient agardan steril cam tiiplere yatik agar hazirlanmigtir. Tanimlanan bakterilerden
Nutrient brotha ekim yapilmistir. Nutrient brotha yapilan ekimlerin 24 saatlik
inkubasyonu sonrasinda izolatlarin yatik agara transferi yapilarak +4 °C de 3 ay siire ile
muhafazasi saglanmigtir. Nutrient broth ekimlerinden 1 ml alinarak steril ependorflarin
icerisinde 1ml gliserol ile karstirilmis ve -18 °C’ de 1 yil siire ile muhafaza

edilebilmistir.
3.2.3. Metallerin sulu ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Kursun(IT) ve Nikel(II) metallerinin tuzlarindan kursun i¢in 4000 ppm , nikel i¢in 2000
ppm derisimlerinde ana stoklar hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin hazirlanmasi sirasinda tuz
formlarinin  kimyasal formiilleri dikkate alinarak hesaplamalar yapilmis, gerekli
miktarlar hassas terazide tartilarak saf su igerisinde ¢oziilmiistiir. Calisma siiresince
farkli derisimlerde kullanilan ara stoklar bu ana stok c¢dozeltilerden seyreltmeler

yapilarak elde edilmistir.

3.2.4. izolatlarin metal toleranslarinin tespiti
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Yatik agarda +4 °C’ de bulunan izolatlar, 5 ml nutrient broth besiyeri igerisinde 37 °C’
de 24 saat inkiibe edilmistir. Aktiflesen izolatlarin hiicre yogunluklar1t McFarland cihaz1
ile 6l¢iilmiis ve steril besiyeri ilavesi ile biyokiitleleri esitlenmistir. Metal tolerans tespiti
icin Kursun(Il) ve Nikel(II) metallerinin 200 ppm’ lik ara stok ¢ozeltileri kullanilmistir.
Izolatlarin besiyeri ve metal ¢ozeltilerinin kullanilacak hacimleri hesaplanirken
besiyerinde bulunan metal miktar1 50 ppm olacak sekilde hazirlanmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda esit sartlarda metale maruz birakilan izolatlarin biyokiitle
yogunluklar1 630 nm’de Mikroplate okuyucuda (IVYMAN 2100-C) tespit edilmistir.
Belirlenen degerler ile metalsiz ortamda inkiibe edilen izolatlarin hiicre yogunluk
degerleri kullanilarak % 6liim degerleri hesaplanmistir. Herbir metal i¢in en direngli bes

izolat ile ¢aligmaya devam edilmistir.

Resim3.2. Mikroplate okuyucu (IVYMAN 2100-C)

3.2.5. Secilen izolatlarin belirlenen metal derisimlerindeki direng tespiti

Kursun(I) metaline olan direnglerini belirlemek i¢in Pseudomonas aeruginosa BK1,

Pseudomonas aeruginosa BK3, Pseudomonas aeruginosa BK4, Pseudomonas

aeruginosa BK14, Pseudomonas stutzeri BK37 izolatlar1 50-100-200-400 ppm kursun

igeren besiyerlerinde 37 °C” de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. izolatlarin Nikel(II)

metaline olan direnglerini tespit etmek i¢in ise Pseudomonas stutzeri BKaS,
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Pseudomonas aeruginosa BK21, Pseudomonas stutzeri BK23, Pseudomonas stutzeri
BK32 ve Pseudomonas aeruginosa BK40 izolatlar1 50-100-200-400 ppm nikel igeren
besiyeri ortamlarinda 37 °C’ de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 1.,
2.,4.,8.,12., 16., 20. ve 24. saatlerinde herbir izolata ait besiyerinden numuneler
alimarak 630 nm’de Mikroplate okuyucu ile Orneklerin biyokiitle yogunluklar:
Olclilmiistiir. Bu degerler ve metalsiz besiyeri ortaminda g¢ogalan mikroorganizma

yogunluk degerleri kullanilarak, % oliim degerleri hesaplanmistir.

3.2.6. LC50 tayin metodu

LCso tayin metodu ile 24 saatte belirli derisimde metal iceren besiyeri ortaminda
¢ogalan izolatlarin %50’sini 6ldiiren metal miktar1 hesaplanmigtir. Canli hiicrelerin %
50’sini Oldiiren metal dozlar1 (LCsg), metale maruz kalan hiicrelerin yirmi doérdiincii
saate ait % Olim degerleri kullanilarak ¢izilen grafiklerin denklemlerinden
faydalanilarak hesaplanmistir. LCso degeri en yliksek olan izolatlar ile biyobirikim

deneyleri yapilmistir.
3.2.7. Biyobirikim deneyleri

Kursun (II) metalinde biyobirikim ¢alismalar1 Pseudomonas aeruginosa BK14 izolati
ile, Nikel(Il) metalinde biyobirikim ¢alismalar1 Pseudomonas stutzeri BK23 izolat1 ile
yapilmigtir. Pseudomonas aeruginosa BK14 izolati 204,3 ppm Kursun(Il) igeren
besiyeri ortaminda, Pseudomonas stutzeri BK23 izolati 186,2 ppm Nikel(I) i¢eren
besiyeri ortaminda 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. 10., 30. dakikalarda ve siras1 ile
1.,2.,4.,8., 12, 16., 20. ve 24. saatlerde besiyeri ortamindan numuneler alinarak metal

birkiminin yeri ve miktar1 belirlenmistir.
3.2.7.1 Besiyerinde kalan metal miktar:

Besiyeri ortaminda kalan metal miktarmin tespiti icin tabloda belirtilen saat
dilimlerinde, Kursun(Il) ve Nikel(II) i¢in ayr1 hazirlanan inkiibasyondaki kiiltiir
ortamlarindan  Ornekler almmustir. Vortekslenerek homojenizasyonu saglanan
orneklerden steril pipet yardimiyla 1 ml alinmis; steril bir tiipe aktarilarak 10 000 rpm
devirde 10 dakika santrifiij edilmis, tistte kalan siv1 biyokiitleden arindirilmak amaci ile
0,45 mikrometre por capina sahip filtreden siiziilerek filtrattaki Kursun(Il) ve Nikel(II)

miktar1 1/100 oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS cihazinda tespit edilmistir.
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3.2.7.2. Hiicre yiizeyinde emilim-tutunma

Hiicre dis1 birikimi belirlemek i¢in; santrifiij islemi sonrasinda c¢okelen hiicrelerin
tizerine 1 ml 10 mM EDTA (Merck) c¢ozeltisi eklenerek 2500 devirde 3 dakika
vortekslenmis; hiicre ylizeyine tutunan metallerin desorbsiyonu saglanmistir.
Numuneler 10 000 rpm devirde 10 dakika santriflij edilmis, listte kalan s1v1 0,45 um por
capina sahip filtreden siiziilerek filtrattaki Kursun(Il) ve Nikel(IT) miktar1 1/100

oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS cihazinda 6l¢lilmiistiir.
3.2.7.3. Hiicre i¢inde birikim
Hiicre i¢ine aliman metal birikiminin belirlenmesinde bir onceki asamada santrifiyj

sonrasinda dibe ¢oken hiicrelerin tizerine 1 ml 1M HNOg ilave edilerek 2 500 devirde 3

dakika vortekslenmis; 10 000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmis, {istte kalan sivi
0,45 um por ¢apina sahip filtreden stiziilerek filtrattaki Kursun(II) ve Nikel(II) miktar1

1/100 oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS cihazinda 6l¢iilmiistiir.
3.2.8. Istatistiksel veri

Calismalar sonunda elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
for Windows 21,0 programi kullanilarak analiz edilmistir. Analizler, uygun tanimlayici
istatistiklerle (sayi, ylizde olarak) sunulmustur. Tim deneyler iki paralel olarak

caligilmis ve ortalama sonuglar verilmistir.

33



4.BOLUM
BULGULAR

Bu ¢aligmada atik sulardan izole edilen Pseudomonas spp. larin Kursun(II) ve Nikel(II)

metallerine olan direncliligi ve bolgelerine gére metal birikimleri incelenmistir.
4.1. Atik Sulardan Pseudomonas spp. izolasyonu

Atik su aritma tesisinde bulunan aritma islemlerinin her bir basamagina ait havuzlardan
alinan su numuneleri her bir petriye bir ml olacak sekilde, dokme plak yontemiyle,
Pseudomonas agara ekilmistir. 37 °C’ de 24 saat inkiibasyon sonrasinda kirik beyaz,
yesilimsi renkte, kivamli, yuvarlak, karakteristik kokusu olan Pseudomonas kolonileri
tekrar Nutrient agar dokiilmiis petrilere tek koloni yontemiyle ekilmistir. Resim 4,1’ de
Nutrient agar besiyerindeki koloni morfolojileri gosterilmistir. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyon sonrasinda tek diisen kolonilerden 6ze yardimi ile ornekler alinarak gram

boyama yapilmis; saf, gram negatif Pseudomonas kolonileri goriintiilenmistir.

Resim 4.1. Pseudomonas aeruginosa BKI1 izolatimin Nutrient agardaki koloni
morfolojisi
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4.2. izolatlarin Tamimlanmasi

Nutrient agara ekilmis tek kolonilerden 6ze yardimi ile alinarak VITEK 2 Compact 30
(biomerieux) cihazinin ¢alisma prosediiriine uygun soliisyonda ¢oziilmesi saglanmistir.
Vortekslendikten sonra bulanikligit McFarland cihazinda ¢alisma prosediiriine gore
ayarlanmis ve VITEK 2 Compact 30 (Biomerieux) cihazina (Resim 4.2) ait GN (gram
negatif izolatlar i¢in c¢aligma kart1) kartlarina yilikleme yapilarak tanimlamalar
yapilmistir. Bu ¢aligmaya ait sonucglar Tablo 4.1°de verilmistir. Tanimlanan 40 izolatin
22 tanesinin Pseudomonas aeruginosa, 11 tanesinin Pseudomonas stutzeri, 7 tanesinin

de Pseudomonas mendocina oldugu tespit edilmistir.

.. o
(-

Resim 4.2 VITEK 2 Comct 30 (Biomeri'eux)

Tablo.4.1. Izolat numaralari, su numunesinin alindig1 havuz (lokalite), gram boyama
ve tanimlama sonuglari

IZOLAT NO | LOKALITE GRAM TUR ISIMLERI
BOYAMA

BK1 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK2 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK3 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK4 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK5 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BKG6 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
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BK7 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK8 Giris Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK9 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK10 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK11 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK12 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK13 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK14 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK15 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK16 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas mendocina
BK17 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK18 Cokeltim Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK19 Kum ve Yag Tutucu Havuz | Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK20 Kum ve Yag Tutucu Havuz | Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK21 Kum ve Yag Tutucu Havuz | Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK22 Kum ve Yag Tutucu Havuz | Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK23 Kum ve Yag Tutucu Havuz | Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK24 Kum ve Yag Tutucu Havuz | Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK25 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas mendocina
BK26 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas mendocina
BK27 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas mendocina
BK28 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas mendocina
BK29 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK30 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK31 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK32 Havalandirma Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK33 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas mendocina
BK34 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK35 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK36 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
BK37 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK38 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas stutzeri
BK39 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas mendocina
BK40 Cikis Havuzu Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
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4.3. izolatlarin Metal Toleranslarinin Tespiti

Yatik agarda +4 °C’ de bulunan izolatlarin herbiri 5 ml nutrient broth besiyerine
ekilmis; 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Aktiflesen izolatlara ait herbir tiipten
numune alinarak hiicre yogunluklar1 McFarland cihazi (Resim 4.3) ile 6l¢iilmiis ve steril

besiyeri ilavesi ile biyokiitle yogunluklar1 1 degerine esitlenmistir.

Resim 4.3. McFarland cihazi, Densicheck plus (Biomerieux)
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Izolatlarin besiyeri ve metal ¢ozeltilerinin kullanilacak hacimleri hesaplanirken
Kursun(I) ve Nikel(I) metallerinin 200 ppm’ lik ara stok ¢ozeltileri kullanilmis;
besiyerinde bulunan metal derisimi 50 ppm olacak sekilde ¢alisma yapilmistir. 24
saatlik 37 °C” deki inkubasyon sonrasinda esit sartlarda ayni derisimde Kursun(Il) ve
Nikel(II)’e ayr1 ayr1 maruz kalan izolatlarin biyokiitle yogunluklar1 630 nm’de
Mikroplate okuyucuda tespit edilmistir. Belirlenen degerler ve herbir izolatin metalsiz
olarak ayni hacimlerdeki inkiibasyonu sonrasindaki kontrol ekimlerinin biyokiitle

yogunluk degerleri kullanilarak hesaplanan % 6liim degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Izolatlarin 50 ppm Kursun(II) ve Nikel(II) derisimindeki % 6liim degerleri

Izolat numaralari Kursun(II) Nikel(1l)

(% Oliim) (% o6lim)

Pseudomonas aeruginosa BK1 3,01+0,35 4,54+0,22
Pseudomonas aeruginosa BK2 36,6+2,81 18,5+2,52
Pseudomonas aeruginosa BK3 1,07+£0,40 12,25+2,04
Pseudomonas aeruginosa BK4 2,56+0,42 9,50+1,83
Pseudomonas aeruginosa BK5 22,09+2,40 43,64+3,90
Pseudomonas aeruginosa BK6 19,54+1,82 64,02+4,72
Pseudomonas aeruginosa BK7 36,42+2,82 43,09+4,11
Pseudomonas stutzeri  BK8 46,98+3,12 3,95+0,34
Pseudomonas stutzeri BK9 14,32+1,93 57,31+5,12
Pseudomonas aeruginosa BK10 32,65+4,05 13,2+1,60
Pseudomonas aeruginosa BK11 12,3+3,18 38,16+4,17
Pseudomonas aeruginosa BK12 40,8+4,22 49,07+5,39
Pseudomonas aeruginosa BK13 14,67+2,44 27,62+2,33
Pseudomonas aeruginosa BK14 0,31+0,10 13,81+1,86
Pseudomonas aeruginosa BK15 7,16+0,63 42,72+2.71
Pseudomonas mendocina BK16 40,59+3,92 10,99+0,90
Pseudomonas stutzeri  BK17 35,18+3,06 15,61+1,33
Pseudomonas stutzeri BK18 15,04+2,87 10,91+1,25
Pseudomonas stutzeri BK19 41,76+3,44 43,9+4,34
Pseudomonas aeruginosa BK20 10,24+2,14 28,06+3,38
Pseudomonas aeruginosa BK21 19,19+2,26 1,71+0,21
Pseudomonas aeruginosa BK22 27,52+3,50 6,85+0,65
Pseudomonas stutzeri BK23 3,60+0,33 1,06+0,11
Pseudomonas stutzeri  BK24 9,59+0,71 22,14+1,36
Pseudomonas mendocina BK25 6,43+1,18 31,71+1,73
Pseudomonas mendocina BK26 7,13+1,42 13,61+1,03
Pseudomonas mendocina BK27 3,92+0,21 13,45+1,22
Pseudomonas mendocina BK28 11,97+2,60 36,58+2,90
Pseudomonas aeruginosa BK29 28,51+2,90 48,22+3,52
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Pseudomonas aeruginosa BK30 30,16+3,96 4,64+0,56
Pseudomonas stutzeri ~ BK31 9,52+2,22 9,73+1,36
Pseudomonas stutzeri BK32 13,19+2,14 3,03+0,42
Pseudomonas mendocina BK33 18,54+2,34 14,14+2,20
Pseudomonas aeruginosa BK34 42,03+5,06 4,72+0,57
Pseudomonas aeruginosa BK35 58,86+5,30 28,74+2,83
Pseudomonas aeruginosa BK36 21,75+4,44 13,87+1,35
Pseudomonas stutzeri BK37 2,14+0,33 23.08+2,07
Pseudomonas stutzeri ~ BK38 17,95+2,41 66,08+4,97
Pseudomonas mendocina BK39 7,82+1,23 15,84+1,56
Pseudomonas aeruginosa BK40 5,54+1,01 2,69+0,30

Tablo 4.2°de belirtilen degerler dogrultusunda % 6liim degeri en diisiik olan izolatlardan
5 tanesi segilerek LCsp degeri belirlenmistir. Bu c¢alismada Kursun(Il) igin
Pseudomonas aeruginosa BK1, Pseudomonas aeruginosa BK3, Pseudomonas
aeruginosa BK4, Pseudomonas aeruginosa BK14, Pseudomonas stutzeri BK37;
Nikel(II) i¢in Pseudomonas stutzeri BKS8, Pseudomonas aeruginosa BK21,
Pseudomonas stutzeri BK23, Pseudomonas stutzeri BK32, Pseudomonas aeruginosa
BK40 en direngli izolatlar olmustur. Bu izolatlarin herbiri 6nce Nutrient broth i¢inde 24
saat 37 °C’de aktive edilmis; sonrasinda biyokiitle yogunluklari dlgiilmiis; herbir
izolatin besiyeri ¢ozeltisine steril besiyeri ilavesi ile biyokiitle yogunluk esitligi
saglanmistir. Sonrasinda herbir izolat ayr1 besiyerlerinde 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm,
400 ppm derisimlerinde Kursun(Il) ve Nikel(I[) metallerine 24 saat boyunca maruz

birakilmustir.

4.4. LCg( Degerlerinin Belirlenmesi

Metal konsantrasyonlar1 iceren besiyerlerinde izolatlarin 24 saatlik inkiibasyonu
sirasinda 1., 2., 4., 8., 12, 16., 20., 24. saatlerdeki biyokiitle yogunluklari ile ayn1
izolatlarin metal icermeyen besiyerinde ayni zaman dilimindeki biyokiitle yogunluklari
Mikroplate okuyucuda belirlenmis ve % 6liim degerleri hesaplanmistir. Bu degerler ve
maruz birakilan derisim miktarlar1 iizerinden dogrusal grafikler ve denklemleri elde
edilerek LCso degerleri hesaplanmistir. Herbir izolatin 24 saat siiresince belirlenen %
6liim degeri ile maruz kaldig1 metal konsantrasyonuna ait grafikler asagidaki sekillerde

gosterilmistir.
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Sekil 4.1-4.5 arasindaki grafikler Kursun(II) ¢alismasina aittir.
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda Kursun(IT) metaline maruz birakilan Pseudomonas
aeruginosa BK1 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gore degisimi
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda Kursun (II) metaline maruz birakilan Pseudomonas
aeruginosa BK3 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gore degisimi
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda Kursun (II) metaline maruz birakilan Pseudomonas
aeruginosa BK4 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gére degisimi
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda Kursun (IT) metaline maruz birakilan Pseudomonas
aeruginosa BK14 izolatinin % 6lim degerlerinin zamana gore degisimi
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Sekil 4.5. Farkl1 konsantrasyonlarda Kursun(Il) metaline maruz birakilan Pseudomonas
stutzeri BK37 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gore degisimi

Sekil 4.6-4
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda Nikel(II) metaline maruz birakilan Pseudomonas
stutzeri BK8 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gére degisimi
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda Nikel(Il) metaline maruz birakilan Pseudomonas
aeruginosa BK21 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gére degisimi
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda Nikel(IT) metaline maruz birakilan Pseudomonas
stutzeri BK23 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gore degisimi
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda Nikel(II) metaline maruz birakilan Pseudomonas
stutzeri BK32 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gore degisimi
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Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarda Nikel(Il) metaline maruz birakilan Pseudomonas
aeruginosa BK40 izolatinin % 6liim degerlerinin zamana gore degisimi
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Herbir izolata ait LCs degerleri Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Kullanilan metallere gore izolatlara ait LCsq degerleri

Kullanilan Metaller Izolat LCs, degeri (ppm)
Pseudomonas aeruginosa BK1 154,06+6,93
Pseudomonas aeruginosa BK3 147,95+6,11
Kursun(II) Pseudomonas aeruginosa BK4 181,55+7,93
Pseudomonas aeruginosa BK14 204,3049,20
Pseudomonas stutzeri BK37 174,59+7,74
Pseudomonas stutzeri BK8 133,64+4,18
Nikel(11 Pseudomonas aeruginosa BK21 158,9+6,12
Pseudomonas stutzeri BK23 186,21+8,43
Pseudomonas stutzeri BK32 137,96+5,06

Pseudomonas aeruginosa BK40

129,13+3,81

Bu sonuclara gore 24 saat iginde mevcut bakterilerin yarisini 6ldiiren Kursun(II)
konsantrasyon degeri en yiiksek izolat Pseudomonas aeruginosa BK14 olmustur. En

yiiksek Nikel(II) konsantrasyonunda LCsy degerine sahip izolat ise Pseudomonas

stutzeri BK23 olmustur. Biyobirikim deneyleri bu iki izolat ile yapilmistir.

Resim 4.4. Metal tolerans tespiti ¢alismasinda Pseudomonas aeruginosa BK14 ve

Pseudomonas stutzeri BK23 izolatlarina ait mikroplate goriintiisii

45




4.5. Biyobirikim Deneyleri

Yatik agarda muhafaza edilen Pseudomonas aeruginosa BK14 ve Pseudomonas stutzeri
BK23 izolatlar1 nutrient broth besiyerinde 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek aktive
edilmistir. McFarland degeri 1 olacak sekilde hiicre yogunlugu diizenlenmistir.
Pseudomonas aeruginosa BK14 izolat1 204,30 ppm Kursun(Il) igeren sivi besiyeri
ortaminda; Pseudomonas stutzeri BK23 izolat1 da Nikel(II) konsantrasyonu 186,21 ppm
olan siv1 besiyeri ortaminda inkiibasyona birakilmistir. Her iki izolatin 37 °C’deki
inkiibasyonu sirasinda 10., 30., dakikalardaki ve 1., 2., 4., 8., 12., 16., 20., 24.
saatlerdeki biyobirikim ¢alismasi yapilmistir. Iki izolatin ayr1 kiiltiirlerinden bahsedilen
zaman dilimlerinde 1 ml 6rnek alinarak 10000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmis
iistte kalan siv1 0,45 um por ¢apina sahip filtreden gegirilerek 0,01 ml (1000 ppm) nitrik
asit igeren ependorflara alinmistir. Daha sonra bu isleme tabi tutulan 6rneklerin 1/100
oraninda seyreltmeleri yapilarak ICP-MS cihazinda metal miktarlar1 Ol¢iilmiistiir.
Santrifiij tliplinlin dibinde kalan bakteri kiitlesinin lizerine 10 milimolar Iml EDTA
cozeltisi ilave edilerek vortekslenmistir. Bu islem ile bakteri yiizeyine tutunmus olan
metallerin desorbsiyonu saglanmistir. Vortekslenen tiip tekrar 10 000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis, tstte kalan sivi kisim 0,45 um por capina sahip filtreden gegirilerek
0,01 ml (1000 ppm) nitrik asit iceren ependorflara alinmistir. Tiipiin dibinde kalan

bakteri kiitlesine bu kez 1 ml 1M HN03 ilave edilerek vortekslenmis; hiicrelerin

parcalanmasi ve hiicre i¢ine alinan metallerin aciga ¢ikmasi saglanmistir. Bu sivi tekrar
10 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iistteki siv1 filtrelenmis; ICP-MS cihazinda

metal miktar1 belirlenmistir.
4.5.1 Kursun(II) biyobirikimi

24 saatlik siire ile 204,3 ppm Kursun(Il) igeren besiyerinde 37 °C’de inkiibe edilen
Pseudomonas aeruginosa BK14 kiiltiiriinde besiyerinde kalan metal miktarinin, hiicre
yilizeyine adsorplanan metal miktarinin ve hiicre i¢ine alinan metal miktarinin yiizde

oranlarinin zamanla degisimi Sekil 4.11-4.13’te gosterilmistir.

Elde edilen bu sonuglara gore besiyerinde kalan Kursun(Il) miktarinin ilk yirmi saat

boyunca azaldig1, sonrasinda ise sabit kaldig1 gortilmiistiir. 24 saatin sonunda besiyerine

ilave edilen metal miktarinin % 16’s1 (32,68 ppm Pb+2) besiyerinde kalmis, % 84’1
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(171,61 ppm Pb+2) mikroorganizma tarafindan giderilmistir (Sekil 4.11). Besiyerinde

bulunan metal miktari ilk on dakika i¢inde hizla azalmistir.
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Sekil 4.11. Besiyerinde kalan Kursun(II) miktarinin % oraninin zamana gore degisimi

Besiyerine ilave edilen Kursun (II) giderimi iki sekilde gerceklesmistir. Ilk mekanizma
olan hiicre ylizeyine adsorbsiyon sirasinda hiicre yiizeyindeki metal miktarinin yiizde

oraninin zamana gore degisimi Sekil 4.12° de verilmistir. Bu sonuglara gore 24 saatlik

37 °C’deki inkiibasyon sonrasinda Kursun(II) miktarmin % 56’s1 (114,40 ppm Pb+2)
hiicre yiizeyine adsorbe olmustur. Ilk 20 saat boyunca hiicre yiizeyine tutunan metal
miktarinda artma olmus; sonrasinda ise sabit kaldig: tespit edilmistir. Yiizeye tutunan

metal miktarinin yarisindan fazlasi ilk 10 dakika i¢inde adsorbe olmustur.
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Sekil 4.12. Pseudomonas aeruginosa BK 14 izolatinin hiicre yiizeyine adsorbe olan

Kursun(IT) miktarinin % oraninin zamana gore degisimi

Hiicre igine alinan Kursun(Il) miktarinda ilk 20 saat boyunca artis goézlenmistir.

Sonuglara gore toplam metal miktarinin %281 hiicre i¢ine alinmustir. Hiicre igine

aliimin yaklasik yarisi ilk yarim saat i¢inde gerceklesmistir. Hiicre i¢ine alinan metalin

% oraninin zamana gore degisimi Sekil 4.13°te gdsterilmistir.
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Sekil 4.13. Pseudomonas aeruginosa BK 14 izolatinin hiicre igine aldigi Kursun(II)
miktarinin % oraninin zamana gore degisimi
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Kursun(ll) biyobirikimi

O hcreigi

B hicre ylzeyi

O sividakalan

Sekil 4.14. Kursun(II) biyobirikiminin bdlgesel oranlari

4.5.2. Nikel(11) biyobirikimi

Nikel(IT) biyobirikimi ¢aligmasi i¢in se¢ilen BK23 Pseudomonas stutzeri izolati, 186,21
ppm Nikel(IT) konsantrasyonu iceren besiyerinde 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu
calisma sonunda tespit edilen besiyerinde kalan, hiicre ylizeyine tutunan ve hiicre igine
alinan Nikel(I) miktarlarinin % oranlarinin zamana gore degisimleri Sekil 4.14-4.16’da

gosterilmistir.

Yapilan caligmalarda besiyerine eklenen toplam Nikel(II) miktarinin % 24°t (44,69

ppm Ni+2) besiyerinde kalmistir. Besiyerinde kalan metal miktarinda ilk 16 saatte
azalma gerceklesmis sonrasinda ise sabit kaldig: izlenmistir. Ik on dakika i¢inde azalma

hizli bir sekilde olurken sonrasinda daha yavas seyretmistir.
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Sekil 4.15. Besiyerinde kalan Nikel(II) miktarinin % oraninin zamana gore degisimi

24 saatin sonunda besiyerine ilave edilen Nikel(Il)’in % 47’si (87,51 ppm Ni+2)
bakteriler tarafindan hiicre yiizeyine tutunma yoluyla giderilmistir. Adsorbsiyon ilk 16
saat boyunca artmis; sonra sabit kalmistir. Inkiibasyonun ilk on dakikasinda tutunma

oldukg¢a hizhdir.
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Sekil 4.16. Pseudomonas stutzeri BK23 izolatinin hiicre yilizeyine adsorbe olan

Nikel(IT) miktarinin % oraninin zamana gore degisimi
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Nikel(II) ilavesinin ardindan inkiibasyonun ilk yarim saatinde hiicre i¢ine metal alinimi1

daha hizli gergeklesmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan toplam metal

miktarmin % 29’u (54 ppm Ni+2) hiicre i¢ine alinmustir. Ilk 16 saat aliim devam etmis;

sonra durmustur.
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Sekil 4.17. Pseudomonas stutzeri BK23 izolatinin hiicre igine aldigi Nikel(II)
miktarmin % oraninin zamana gore degisimi
Nikel(ll) biyobirikimi
Ohicre igi

DOhicre ylzeyi

Osivida kalan

Sekil 4.18. Nikel(II) biyobirikiminin bdlgesel oranlari
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5. BOLUM

TARTISMA VE SONUC

Su hayatin her alaninda temel ihtiyagtir ve temiz su vazgecilmez bir kaynaktir. Tim
diinyada oldugu gibi hizla gelismekte olan ililkemizde de su aritimina olan gereksinim
her gegcen giin artmaktadir. Endiistriyel, tarimsal faaliyetler ve petrol kullanimindaki
artis gibi etmenlerle agir metallerin suda ve toprakta daha fazla bulunmasi s6z
konusudur. Her tiir canli i¢in besin zinciri yolu ile agir metallere uzun siire maruziyet
toksik etkilere sebep olmaktadir. Canlilarin zarar gérmesi, ekolojik dengenin bozulmasi
ve doganin vermliligini kaybetmesi anlamina gelmektedir. Bu nedenle, agir metal
kaynaklarmin c¢evre ile temas yollar1 kontrol altina alinmalidir. Agir metal igeren atik
sular, cevreye verilmeden once aritilmali ve su standartlari dogrultusunda izin verilen

kirlilik diizeyine eristikten sonra desarj edilmelidir [113].

Unsal ve ark (1998) yaptiklar1 galismada Dogu Karadeniz’ de kursun kirliligi oldugunu,
ayrica Kizilirmak, Yesilirmak ve Giresun-Bulancak Pazar suyu lizerinden de onemli
miktarda bakir ve kursunun Dogu Karadeniz’ e ulagtigin tespit etmislerdir. Bunun yan
sira basta Tuz GOlii olmak iizere kapali gollerimizde yeterli ¢evresel 6nlem alinmadigi
ve su havzalarinda kontrolsiiz endiistrilegsme faaliyetleri sebebiyle agir metal miktarinda
art1s s6z konusudur [43; 116]. Her gecen giin endiistriyel faaliyetlerin ve teknolojik iirtin

kullaniminin arttig1 tilkemizde agir metal arittimi 6nem kazanmaktadir.

Agir metaller endiistriyel atik sularinin igme sularma ve tarimsal amagli sulara
karigmas1 yoluyla veya agir metallerle kirlenmis partikiillerin tozlagmasi yoluyla hayvan
ve insanlara bulasirlar. Metaller organizmaya alinmalarini takiben bir¢ok farkli proteinle
etkilesime girebilirler. Ornegin kursun sentez enzimleri ile etkilesime gegerken; arsenik,
kadmiyum ve civa enerji metabolizmasi ile ilgili enzimlerle etkilesir. Bir¢ok metal
metabolizma i¢in 6nemli bir protein olan albiimine baglanir ve membrandan hiicre
icerisine gecerek hiicre faaliyetlerini olumsuz etkiler [117]. Bu c¢alismada da canlilar
icin toksik etkiye sahip Kursun(Il) ve Nikel(Il) metalleri ile atik suda giderim ve
biyobirikim deneyleri yapilmistir. Atik sudan agir metal gideriminin biyobirikim ile

gerceklesmesinde mikroorganizmalar tercih edilmekte; hizli {iremeleri, biyokiitle
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yogunlugunun fazla olmasi ve olumsuz kosullara olan direngleri sebebi ile de 6zellikle

bakteriler kullanilmaktadir.

Pseudomonas cinsi bakteriler, toprak, su, kanalizasyon, memeli bagirsaklari ve bazi
bitki yiizeyleri gibi ¢ok genis bir yayilis alanina sahip olan ve bulundugu ortamlardan
kolayca izole edilebilen gram negatif, basillerdir [118; 119]. Son yillarda yapilan metal
giderim ¢alismalarinda Pseudomonas cinsi bakterilerin kullaniminin 6n plana ¢ikmis
olmast bu mikroorganizmalarin kirli ortamlarda canlilifini devam ettirebilme
kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Bu 6zelliklerinin kaynagi olarak da iirettikleri ikincil

metabolitler gosterilmektedir [70; 120-122].

Metale maruz kalan mikroorganizmalarin metale maruz kalmayanlara oranla daha uzun
slire canliligin1 koruduklar1 yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir [123]. Srinath ve ark.
(2002), Cr(VI) ile kirlenmis sulardan bakteri izole etmisler ve laboratuar ortaminda bu
bakterilerin Cr(VI) giderimini incelemislerdir. Bacillus circulens ve Bacillus
megatarum olarak tanimladiklar1 izolatlarin digerlerine nazaran Cr(VI)’ya daha c¢ok
direng gosterdikleri ve bu direngli izolatlarin Cr(VI) biyobirikimlerinin de yiiksek
oldugu rapor etmislerdir [83].

Sun ve Shao (2007), Pasifik okyanusunun sedimentlerinden izole ettikleri Pb(Il)’a
yiiksek oranda direngli olan Penicillium sp. Psf-2 izolatinin laboratuar ortaminda da
Pb(Il)’u yiiksek oranda hiicre yilizeyine ve hiicre icersine aldigini rapor ederek, agir
metal gideriminde metale toleransli mikroorganizmalarin kullaniminin énemli oldugunu

vurgulamiglardir [123].

Calisma i¢in metal kirliligi potansiyeli muhtemel olan atik su aritma tesisinin aritma
islemine ait havuzlarindan su Ornekleri alinmig; bu 6rneklerden metal gideriminde
direngli olacagi diisiiniilen Pseudomonas cinsi bakteriler izole edilmistir. Alinan su
orneklerinin genel metal yogunlugunun Olclimleri ICP-MS cihazinda yapilarak
calismada kullanilacak metaller belirlenmistir. Kursun(II) ve Nikel(I) metallerinin atik
sudaki miktarmin fazla olmasi ve bu agir metallerin kirliliginin ekolojik denge ve
canlilar agisindan kritik dneme sahip olmasi nedeniyle ¢aligmada bu metallere yer
verilmistir. izole edilen mikroorganizmalar tam otomatik identifikasyon sistemi VITEK

30 (Biomerieux) cihazinda tanimlanmuslardir. izolatlardan 22 tanesinin Pseudomonas
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aeruginosa, 11 tanesinin Pseudomonas stutzeri, 7 tanesinin de Pseudomonas mendocina
oldugu tespit edilmistir. Calisilan atik sularda Pseudomonas aeruginosa tiiriiniin baskin
olmasinin iirettigi ve ikincil metabolit olarak da kabul edilen piyosiyanin pigmentinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Son yillarda Pseudomonas spp.’lardan piyosiyanin
tiretimi bir ¢ok arastiricinin ilgisini ¢ekmekte ve bu ¢aligmalar fluoresens Pseudomonas
spp. larin temsilcilerinden , besiyeri igerisinde mavi-yesil piyosiyanin pigmentini iireten
P. aeruginosa ile yiiriitiilmektedir [124]. Fluoresens Pseudomonas spp.’lar tarafindan
iiretilen pigmentlerin antibiyotik aktiviteleri arastirilmis; ilk olarak enzimatik aktivite
gosteren Piyosiyanaz olarak isimlendirilen bir ilacin varligi bildirilmistir. Bu ilag
diftera, influenza ve menenjit tedavisinde kullanilmigtir. Fakat bugiin klinik kullanimi
birakilmistir. Pseudomonas spp.’lardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin sadece
iki tanesi tibbi olarak faydali bulunarak (piyosiyanin ve piyrolnitrin) ticari olarak
tiretilmektedir [125]. Onbasili D. 2006’da yaptig1 ¢alismasinda atik su ve topraktan 20
Pseudomonas spp. izole etmis; cogunlugu P.aeruginosa olmak iizere P.stutzeri, P.
fluorescens, P.putida, P.cepacia, P.luteola tiirlerini tespit etmistir [126]. Yalgin S.
2016’da yaptigi calismasinda atik sudan 50 adet Pseudomonas spp. izole etmis,
cogunlugu P.aeruginosa olmak {izere P.stutzeri tiirleri tespit etmistir [127]. Yapilan

calisma sonugclari ile bu ¢calismada elde edilen veriler paralellik gostermektedir.

Bu calismada izole edilen bakterilerin tamaminin Kursun(Il) ve Nikel(II) metallerinin
50 ppm’lik konsantrasyonlarina ayri ayri maruz birakilarak biyokiitle yogunluklari
Olgiilmiistiir. Her bir metal i¢in 5’er adet direngli izolatin se¢ilmesini takiben daha
yiiksek metal konsantrasyonlar1 igeren ¢ozeltilerde inkiibe edilen bakterilerin metalsiz
ortamdaki hiicre yogunluklar1 temel alinarak % o6liim ve LCsy degerleri (bakterilerin
%50 sini oldiiren metal miktar1) hesaplanmistir. Bu ¢alismada % 6liim degerlerine gore
Kursun(Il)’a en ¢ok direng gosteren izolat Pseudomonas aeruginosa BK14, Nikel(IT)’e
en ¢ok direng gosteren izolat ise Pseudomonas stutzeri BK23 olmustur. Pseudomonas
aeruginosa BK 14 izolatinin Kursun(II) i¢in LCsq degeri 204,30 ppm iken Pseudomonas
stutzeri BK23 izolatinin Nikel(II) i¢in LCs degeri 186,21 ppm olarak tespit edilmistir.
Yilmaz E.S. 2009’da Synechocystis sp. ile yaptigi calismada Nikel(Il) i¢in LCsg
degerini 17,41 ppm, Kursun(Il) icin LCsy degeri ise 126,90 ppm olarak tespit etmistir
[128]. Raungsomboon ve ark. (2006), Gleocapsa sp. ile yaptiklari calismada Kursun(II)

icin LCsp degerini 1,16 ppm olarak, Banerjee ve ark.(2004), Aulosira fertilissima ile
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yaptiklar1 ¢alismada Nikel(Il) i¢in LCsp degerini 0,1 ppm olarak bulmuslardir [129;
130]. Diger ¢alismalarda kullanilan organizmalar ile kiyaslandiginda Pseudomonas
cinsinin metale direncliliginin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Calismada kullanilan
izolatlarin atik sudan elde edilmis olmasi, daha dnceden 6nemli diizeyde metale maruz
kalmis olmalar1 ve izolatlarin canli halde kullanilmalar1 metal direncliliginin artisina

neden olarak gosterilebilir.

Agir metal-gevre etkilesimini en aza indirmek amaci ile atik sudaki agir metallerin
fiziksel ve kimyasal giderimlerine alternatif yeni ¢oziimler aranmaktadir [43]. Yaygin
olarak kullanilan iyon degisimi, kimyasal ¢Oktiirme ve ters ozmoz gibi geleneksel
yontemler pahali olmakla birlikte istenilen verimi saglayamamaktadir. Dolayisi ile agir
metal iceren atik sularin aritiminda daha etkili ve ekonomik olan biyoteknolojik

yontemler daha cok tercih edilmektedir.

Artim uygulamalarinda biyosorpsiyon, biyobirikim, biyopresipitasyon ve bazi
mikroorganizmalardan elde edilen saflastirilmis biyopolimerler, geleneksel fiziksel ve
kimyasal metotlara alternatif ve/veya yardime1 bir yol saglarlar [131]. Agir metal iceren
endiistriyel atiklarin biyobirikim ile aritilmasimnin bir ¢ok biyoteknoloji firmasi
tarafindan yiriitiildiigi bildirilmektedir [132-134]. Bu ¢alismada Pseudomonas spp.’lar

ile atik sudan agir metal gideriminde biyobirikim mekanizmasi incelenmistir.

Atik  sulardan agir metal gideriminde kullanilan biyosorpsiyon ydnteminin
mekanizmasi, kullanilan mikroorganizmanin canlilifi ve metabolizmas1 goz Oniine
alindiginda ikiye ayrilir: 1- Metabolizmaya bagimli, 2- Metabolizmadan bagimsiz [60].
Metallerin hiicre zarindan tasinarak hiicre icinde birikmesi, mikroorganizmanin
metabolizmasina bagli bir biyosorpsiyon yoludur. Metabolizmadan bagimsiz olarak agir
metal katyonlar ile hiicre duvari arasindaki etkilesimle bakir, nikel, krom, kursun, ¢inko
ve kobalt gibi bircok metal toplanmaktadir [61]. Metal iyonlari, hiicre yiizeyindeki
reaksiyon alanlart (hiicre duvarindaki proteinlerin fonksiyonel gruplarmna ve peptid
baglar1) ile kompleks yaparak adsorbe edilebildikleri gibi bazi mikroorganizmalarca
sentezlenen ekzopolisakkarit yapida polimerlerin de ¢dzeltideki metal iyonlarini

bagladig: bildirilmektedir [135].
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Aragstiricilar metallere direngli izolatlarin metal giderim kapasitelerinin de yiiksek
oldugunu bildirmislerdir [83; 123; 136]. Bu sebeple ¢alismada metal direncliligi en
yiikksek olan Kursun(Il) igin Pseudomonas aeruginosa BKI14, Nikel(II) igin
Pseudomonas stutzeri BK23 izolatlar1 50, 100, 200, 400 ppm Kursun(Il) ve Nikel(II)
konsantrasyonlarinda metal iceren besiyeri ortamlarinda 24 saat inkiibe edilmis; 10., 30.
dakika ve 1., 2., 4., 8., 12., 16., 20., 24. saatlerde metal biyobirikim ¢aligsmalar
yapilmistir. Bu calismada yapilan biyobirikim deneylerinde Kursun(Il) metalinde %56
st (114,40 ppm) hiicre yiizeyinde, %28 1 (57,20 ppm) hiicre i¢inde olmak {iizere
toplamda %384 (174,60 ppm) giderim saglanmistir. Nikel(1l) metalinde ise %47 (87,51
ppm) hiicre ylizeyinde %29 (54 ppm) hiicre i¢inde olmak tlizere %76 (141,51 ppm)
giderim saglanmistir. Kursun(Il) metal iyonlarinin Nikel(II) iyonlarina oranla daha fazla

hiicre yiizeyine tutunmus olmast hiicre duvarinda bulunan fonksiyonel protein

gruplarmin pb+2 iyonuna baglanma yeteneginin daha fazla oldugunu gostermektedir.

Yilmaz E.S 2009 da yaptig1 ¢alismada Synechocystis sp. BASO403 izolati i¢in Nit2in

%351 oraninda hiicre yiizeyine, Pb™2'un % 68 oraninda hiicre yiizeyine baglandigini
gostermistir [128]. Bu sonuglara bakildiginda organizma farkli olsa da Kursun(Il) *un
hiicre yiizeyinde toplanmasinin Nikel(Il) ’e oranla daha fazla oldugu goriilmektedir.
Metallerin aliniminda ve kullanilan biyomateryallerin metal tercihinde etkili olan
faktorlerden biri de metallerin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikleridir. Bir metalin
elektronegativitesi ve iyonik radyani ne kadar yiiksek ise baglanma giicli de o kadar
artmaktadir [137; 138]. Kursun(II)’un elektronegatifligi 2,31 ;Nikel(II) eletronegatiifligi
1,91°dir [139]. Bu calismada da Kursun(II)’un hiicre yiizeyine baglanma oran1 daha

fazla olmustur.

Agir metallerin detoksifikasyonunda, hiicre yiizeyine baglanmasinda ve hiicre igerisine
alinmasinda rol oynayan diger bir faktdr de proteinlerdir. Congeevaram ve ark. (2007),
agir metallere direncli fungus ve bakteri izolatlarinin Cr(VI) ve Ni(Il) giderimini
calismiglar, 100 ppm Cr(VI) ve 50 ppm Ni(Il)’e maruz kalan hiicrelerin SDS-PAGE
protein profillerinde kontrole gore farkliliklarin oldugunu tespit etmislerdir [140].
Oztiirk 2008’de yaptigi caligmada metale maruz kalan hiicrelerin SDS-PAGE jel

gorlntiisiinde, hiicre proteinlerinde azalma tespit etmistir [91].
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Bueno ve ark. (2008), Rhodococcus opacus’u Pb(Il), Cr(Ill) ve Co(II) metallerine
maruz birakarak, metallerin hiicre lizerine etkisini elektron mikroskobu ile incelemisler
ve hiicrede bulunan elementlerin analizlerini yapmislardir. Element analizlerinin
sonuglarina gore, kontrol hiicrelerinde tespit edilen K (potasyum) elementine metale
maruz kalan hiicrelerde rastlanilmamistir. Hiicre yiizeyinde bulunan K’un metallerle yer
degistirmis olabilecegini rapor etmislerdir [137]. Bu c¢alismada kullanilan metallerin
hiicre igine alimimi, hiicre yiizeyine tutunumu ve besiyerinde kalan miktarlar
karsilastirilmistir. Buna gore kullanilan Kursun(Il) metalinin %356 s1 hiicre ylizeyine
tutunurken Nikel(II) metalinin %47 si hiicre yiizeyine tutunmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda Pseudomonas spp.’ in hiicre yiizeyinde bulunan proteinlerin Kursun(II)
metaline afinitesinin Nikel(II)’ e oranla daha yiiksek oldugu ya da Kursun(Il)’ un daha
once yapilan calismalarda oldugu gibi hiicrede bulunan elementlerle yer degistirdigi
disiiniilmektedir. Caligmada hiicre icine alinan Kursun(I) miktar1 da Nikel(II)
miktarindan fazladir. Buna gore hiicre igine alimimin hiicre ylizeyine tutunma ile

paralellik gdsterdigi sonucuna varilmaktadir.

Metal aliniminda dikkat edilmesi gereken onemli bir faktdr de zamandir. Yapilan
caligmalar baglangigta metal alinimmin hizli oldugunu; sonrasinda biyosorbent
yiizeyindeki doygunluk nedeniyle yavasladigini gostermistir [141; 142]. Doygunluk,
biyokiitle artis1 ile metal baglanma bdlgelerinin biribirinin ilizerine gelmesi veya
agregasyon olusturmasindan kaynaklanmaktadir [143]. Ancak, bu durum metalin ve
mikroorganizmanin ¢esidine ve mikroorganizma yiizeyinde bulunan metal baglanma
bolgelerinin ¢esidine ve sayisina gore farklilik gostermektedir. Bu ¢alismada Kursun(II)
metalinin hiicre yiizeyine adsorblanan miktarinin (%56’sinin) yaridan fazlasi (%34°1)
ilk 10 dakika icinde hiicre yiizeyine tutunmustur. Nikel(II) metalinin de ilk 10 dakika
icinde % 27’ si hiicre ylizeyine tutunmustur. Canli hiicrelerde metal alinimmin iki
asamada gerceklestigi, birinci asamada metallerin hiicre ylizeyinde fiziksel yolla
tutundugu (hizli alinim), ikinci asamada ise hiicre igersine alindigi (yavas alinim)
bildirilmistir [144]. Hiicre ylizeyine tutunmada hiicre duvarinda bulunan fonksiyonel
gruplarin ve ekzopolisakkaritlerin O6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Bazi
arastirmacilar toksik maddelere ve kurumalara kars1 bakterileri koruyan EPS iiretimini
topraktan izole ettikleri Pseudomonas spp.’larda ¢alismiglar ve EPS iireten bu

mikroorganizmalarin toksik bilesiklere yliksek toleransi ve direncinin secici avantajlar
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sagladigina dikkati ¢ekmislerdir [145; 146]. Raungsomboon ve ark. (2006), Gleocapsa

gelatinosa’nin EPS’sini saflagtirarak Pb*2 giderimini arastirmislar ve EPS’nin

monomer yapisini aydinlatmiglardir. Buna gore ksiloz, riboz, ramnoz, galaktoz, glukoz,

mannoz ve fruktoz sekerlerinden olusan EPS yapmin yiiksek oranda Pb*2y
adsorbladigini bildirmislerdir [130]. Metalin hiicre igerisine alimminda ise diisiik
molekiiler agirlikli tiyoller ve aktif transport mekanizmasimnin da rol oynadigi rapor
edilmistir [147; 148]. Diger bir hiicre i¢i alimm seklinin de metallotiyonein gibi
selatlayici proteinlere tutunarak endositoz yolu ile alinim oldugu gosterilmistir [84; 85].
Biyobirikim mekanizmalarinin kullanilan mikroorganizma ve metal ¢esidine gore

o

degistigi birgok arastirici tarafindan ifade edilmistir [149].

Bu ¢alismadaki biyobirikim deneylerinde yilizeye tutunmada doygunluk Kursun(Il) i¢in
ilk 12 saatte, Nikel(Il) icin ise ilk 16 saatte gerceklesmistir. Yilmaz E.S. 2009’da
Synechocystis sp. ile yaptigi ¢alismada Kursun(II)’ a ait tiim iyonlarin ilk 5 dakika

icinde hiicre yiizeyinde toplandigini, hiicre i¢ine alimin olmadigini gostermistir [ 128].

Bu ¢alisgmada Pseudomonas cinsi izolatlarin hiicre igine alimi gergeklestirmis olmasi

hiicre duvarinda bulunan ve endositozdan sorumlu proteinlerin Pb"2 a olan baglanma
kabiliyetlerini gdstermektedir. Hiicre i¢cine alinimin devam etmis olmasi sebebi ile de
hiicre yiizeyine tutunma ilk 10 dakikada hizli gerceklesmis olsa da 12. saate kadar

2

devam etmektedir. Yilmaz E.S. nin 2009°da Synechocystis sp.ve Ni*< ile yaptigi

calismada da hiicre ig¢ine almim gerceklesmemis, hiicre yiizeyine tutunmadaki

doygunluk 6. giinde olmustur [128]. Bu ¢alismada Pseudomonas spp. ile yapilan Nit2

calismasinda tutunmada doygunluk 16 saatte olmus, hiicre i¢ine alim da ger¢eklesmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda Pseudomonas spp. izolatinin endositoz metabolizmasinda

gorevli proteinlerin Nit2 ye baglandiklari sdylenebilir.

Yapilan ¢aligmada hiicre ylizeyine adsorbe olan metal miktarinin hiicre i¢ine alinan
metal miktaria gore daha fazla oldugu ve ilk 10 dakika icerisinde oldukc¢a hizli sekilde
hiicre yiizeyine tutulum oldugu tespit edilmistir. Kursun(Il) metalinin hiicre ylizeyine

adsorblanan miktarinin yaridan fazlast %34°# ilk 10 dakika i¢inde hiicre yiizeyine
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tutunmustur. Nikel(IT) metalinde de ilk 10 dakika i¢inde % 27’ si hiicre yiizeyine
tutunmustur. Bir ¢ok arastirict hizli metal alintminin biyokiitlenin atik sularin aritiminda

kullanilabilmesi i¢in en 6nemli kriter oldugunu bildirmislerdir [150].

Cesitli canli ve/veya Olii mikroorganizma biyokiitlesi ve iriinleri (polisakkaritleri)
yiiksek derecede biyoakiimiilator gorevi goriirler [131]. Agir metallerin sudan
mikroorganizmalarca giderilmesinde mikroorganizmanin 6zgiin 06zellikleri, hiicre
metabolizmasi ve ¢evrenin etkisi gibi birgok faktor rol oynamaktadir. Metal aliniminda
canli hiicrelerin kullanimi, alimim mekanizmasinin ortaya ¢ikmasinda avantaj

saglamaktadir [128].

Metal biyobirkimini etkileyen onemli ¢evresel faktorlerden biri de pH’dir. Calismada
kullanilan inkiibasyon ortaminin pH degeri Kursun (II) igeren ¢ozeltide 6,5 , Nikel(II)
iceren c¢ozeltide 6 olarak tespit edilmistir. Gabr ve arkadaslarinin (2008) canli
Pseudomonas aeruginosa hiicreleri ile yaptiklar bir ¢alismada en iyi nikel ve kursun
aliiminin sirasiyla pH 7 ve pH 6’da oldugu goriilmiistiir [143]. Ortam pH’1 ndtrale
yaklastik¢a hiicre yiizeylerinin daha ¢ok negatif yiiklendigi ve alinim isleminin daha
hizli gergeklestigi bildirilmistir [151; 152]. Diisiik pH’larin metalin hiicre igine
alimiminda gorev yapan tasiyici proteinleri veya metal giderim mekanizmasinda rol olan
enzim  aktivitelerini  etkileyebilecegi  diisiiniilmektedir [91]. Bu  sonuglar
degerlendirildiginde pH degerinin 6-7 arasinda olmasinin ¢aligmadaki metal alinimina

yarar sagladig diistiniilmektedir.

Literatlirde agir metal iyonlarinin ¢esitli mikroorganizmalarca biyobirikimlerine iligkin
caligmalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda mikroorganizma olarak degisik tiirlerden
bakteriler, algler, mantarlar ve mayalarin kullanildig1 goriilmektedir [82; 153].
Pseudomonas spp. ile Nikel(IT) ve Kursun(II) giderimi ve biyobirikim mekanizmasi ile
ilgili calisma daha once yapilmamis olup bu ¢alisma elde edilen sonuglar agisindan

0zglin ve orjinaldir.

Oztiirk (2008) Synechocystis sp. ile yaptiklar1 biyobirikim ¢aligmalarinda kullanilan
metallerin biiyiik bir kisminin hiicre ylizeyinde toplandigini, ¢ok az bir kisminin hiicre

icine alindigin1 rapor etmislerdir [91; 128]. Bu calismada ise hiicre i¢ine alinim diger
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caligmalarda kullanilan organizmalar ile kiyaslandiginda daha fazladir. Hiicre icine
almmm mekanizmasinin, metal giderim Kabiliyetinin Pseudomonas spp.’da daha

gelismis oldugu soylenebilir.

Sonug olarak evsel ve endiistriyel atik sularin mikroorganizmalar yardimiyla aritim
islemi, maliyet ve verimlilik agisindan sagladigi avantajlar sebebiyle giderek Gnem
kazanmaktadir. Bu alanda yapilmis biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan
mikroorganizmalardan Pseudomonas spp. ‘larin bu islem i¢in uygun potansiyele sahip
olduklart; tutulan metallerin geri eldesinin miimkiin olmasinin endiistriyel agidan fayda

saglayacag diigtiniilmektedir.

Calismada atik sudan izole edilen Pseudomonas spp. ‘lar kullanilarak, ekolojik
dengenin ve canlilarin sagliginin korunmasi agisindan kritik 6neme sahip olan agir
metal giderimi ve biyobirikim deneyleri yapilmistir. Kullanilan mikroorganizmalarin
atik sudan izole edilmis ve daha Oncesinde metale maruz kalmis olmalar1 nedeni ile
oldukea yiliksek metal baglama kapasitesine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu 6zelliklere
sahip suslarin aritim c¢aligmalarinda tercih edilmesinin ucuz maliyet ve etkin verim

sunacagi diistiniilmektedir.

Yapilan  deneysel ve istatiksel ¢alismalar sonucunda, agir metallerin
mikroorganizmalarca gideriminin miimkiin oldugu ve en cok hiicre yiizeyine tutunma
yolu ile giderimin gergeklestigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
Pseudomonas aeruginosa BK14 ile Pseudomonas stutzeri BK23 izolat1 atik sudan agir
metal gideriminde etkin bir sekilde degerlendirilebilir. Bu ¢alismada elde edilen tiim
sonuglarin bu ¢alismanin devamina ya da baska arastiricilarin ¢alismalarina 11k tutacagi

distiniilmektedir.
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