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OZET

SIFIR DEGERLIKLi DEMiR NANOPARTIiKULUNUN (nZVI) TOPRAK MiKROORGANIZMALARI
UZERINE OLAN ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Karbon, azot, fosfor ve kikiirt dongiileri gibi biyojeokimyasal dongiilerde ve kirleticilerin
biyolojik bozunmasinda toprak mikroorganizmalar1 bitki gelisimi ve iklim {izerine 6nemli
etkilere sahiptir. Bu gibi islevlerin korunmasi ve siirdiiriilmesi agisindan nanoparcaciklarin
topraktaki mikrobik topluluklar {izerine potansiyel etkilerinin anlasilmas1 6nem kazanmaktadir.
Son birkag¢ yi1lda nano boyutta malzemelerin kimyasal kirlilik gideriminde kullanimina y6nelik
calismalar yapilmakta ve bu siire¢ nanoremediasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu calismada
Mersin’de tarimin yogun olarak yapildigi Adanalioglu boélgesindeki topraktan izole edilen
bakteri tirleri kullanilmistir. Pestisitle kirlenmis alanlarda yasamaya adapte olmus suslar
kullanilarak Sifir Degerlikli Demirin dogal ortam tlizerine etkileri arastirilmistir. Bu amagla, sifir
degerlikli demir nanopartikil sentezi sivi fazda indirgenme metoduna dayali borhidriir
indirgeme metodu ile sentezlenmistir. Daha sonra sifir degerlikli demir nanopartikiiliiniin
kimyasal kirlilik lizerine etkileri degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, Adanalioglu bélgesindeki
topraktan izole edilen bakteri tiirlerinin sifir degerlikli demirle etkilesimi sonucu izole bakteri
tiirleri lizerine anlamli bir degisim gozlenmemistir. G6zlemlenen bulgularda goésteriyor ki, izole
edilen bakteriler sifir degerlikli demire karsi bir diren¢ olusturmaktadir. Bununla birlikte,
nanopartikiillerin boélge mikroorganizma yasami iizerine etkilerini degerlendirebilmek i¢in daha

kapsaml calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nanoremediasyon, Sifir Degerlikli Demir, Adanalioglu, Toprak
mikroorganizmalari

Damisman: Prof. Dr. Birgil MAZMANCI, Mersin Universitesi, Nanoteknoloji ve ileri Malzemeler Ana
Bilim Dali



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ZERO VALUE IRON NANOPARTICULA (nZVI) ON SOIL
MICROORGANISMS

Soil microorganisms in biogeochemical cycles such as carbon, nitrogen, phosphorus and sulfur
cycle and biological degradation of pollutants have important effects on the nature and climate
of plants. It is important understandeth effectiveness of nanoparticles on soil microbial
communities in ordertomaintainsuch functions. Inthelast years, nanoscale materials are used
for the removal of chemical pollution and this process defined as a nanoremediation.
Inthisstudy, bacteria isolated from soil in Adanalioglu region, whereagriculture is intense in
Mersin, wereused. The Effects of Zero-valued Iron on the natural environment are investigated
using strain adapted to live in pesticide contaminated areas. Forthispurpose, zero-valent iron
nanoparticle was synthesized by borohydride reduction method based on liquid phase
reduction technique. Then, the effects of zero-valent iron nanoparticle on microorganisms are
evaluated. As a result, there was no significant effect of zero iron particles on bacteria isolated
from soil in Adanalioglu. The observed findings show that Isolated Bacteria Have a resistance
zero-valentin. However, more extensive field study are needed to evaluate the effects of
nanoparticles on microorganism in the region.

Keywords: Nanoremediation, Zero-valuedIron, Adanalioglu, Soilmicroorganisms

Advisor: Dr. Birgiil MAZMANCI, Mersin University, Department of Nanotechnologyand
Advanced Materials
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1. GIRiS

Toprak kirliligi; insanlarin, hayvanlarin ve bitkilerin saghgina zarar veren maddelerin topraklarindaki
varliginin neden oldugu bir bozulma sirecidir. Glinlimizde tarim alanlarinin yiizél¢imU giderek
azalmakla birlikte, mevcut alanlardan vyiksek Urin elde etmek icin ¢ok farkli kimyasal
kullanilmaktadir. Kullanilan kimyasallarin biyik kismini hormonlar, zararlilarla miicadelede kullanilan
pestisitler ve kimyasal glibreler olusturmaktadir. Bu kimyasallarin ¢ogunlugunun yari dmriiniin uzun
olmasi toprakta kalmalarina neden olmakta toprak ve yeralti sulari kirlenmektedir. Buna bagl olarak
toprak kirliligi sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tim diinyada oldugu gibi tlkemizde de tarim
alanlarinin iyilestiriimesi Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlhginin 6ncelik verdigi konulardan biridir.
Remediasyon adi verilen bu silirecte nanopartikiil kullanimi diinya (zerinde giderek ©6nem

kazanmaktadir.

Sifir degerlikli demir nanopartikili (nZVI) nanoremediasyonda oldukga fazla kullaniimaktadir.
Karbon, azot, fosfor ve kikiirt dénglleri gibi biyojeokimyasal donglilerde ve kirleticilerin biyolojik
bozunmasinda toprak mikroorganizmalari bitki gelisimi ve iklim UGzerine 6nemli etkilere sahiptir. Bu
gibi islevleri korumak icin nanopargaciklarin toprak mikroorganizmalari Uzerindeki potansiyel
etkilerini anlamak 6nemlidir. Ekosistem (izerine nanopartikillerin etkilerinin bilinmesi icin yapilan
ekotoksikolojik calismalarda toprak bakterileri yaygin olarak kullaniimaktadir. Ekotoksikolojik
arastirmalarda nanopartikil iceren Grlnlerin iretim ve kullanimlari sonrasi zararh etki olusturduklari
ortaya konmusken, nanoremediasyonla partikillerin direk cevreye uygulanmasi daha da riskli bir
durum olusturabilir. Mikroorganizmalar bulunduklari ortam kosullarina uyum saglayarak farkli
fizyolojik yanitlar olusturabilir. Buradan yola cikarak planlanan bu calismada Mersin bdlgesi
topraklarindan izole edilen mikroorganizmalar Gzerine kimyasal kirlilik gideriminde kullanilan nZVI'in
etkilerinin arastirilmasi planlanmistir. Bu amacla; nZVI’'nin tarimin ve kimyasal kullaniminin yogun
oldugu Mersin Adanalioglu bolgesinden izole edilen bakteri tirleri Gizerine etki potansiyelinin ortaya

konmasi amaglanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Toprak yenilenemeyen dogal kaynaklardandir ve olusumu ¢ok uzun siire gerektirir. Toprak makro-
mikroorganizmalarin yasam alani olup bitkilerin yetisme ortamidir. FAO'nun raporlarina gére her yil
insanlara 15-20 milyon ton gida maddesi gerekmektedir. Artan nifusun besin ihtiyacini karsilamak
icin daha genis tarim alanlarina ihtiya¢c duyulmaktadir. Dilnyanin yizolgcimu sinirh oldugundan bu
ihtiyaci karsilayacak Gretim icin yeni alanlarin tarima ac¢ilmasi miimkiin degildir. Bu nedenle iretim
icin toprak ¢cok yogun sekilde kullaniimaktadir. Yogun kullanim topragin yilda birden fazla ekilmesi,
bitki gelisimi ve Uirlin zararlilarina karsi kimyasallarin kullanimi olarak tanimlanabilir. Pestisitler triin
zararhlarina karsi kullanilan kimyasallardir. Glnlimiuzde farkh fizikokimyasal 6zellikleri ve kimyasal
yapilari olan gesitli pestisit gruplari bulunmaktadir. Pestisit kullanimi Avrupa ve llkemizde 6nemli
cevre sorunlarina yol agmaktadir [1]. Pestisit kullaniminin artmasiyla birlikte halk saghgi ve cevreye
etki potansiyeli de artmistir. Pestisitler; hava, toprak, su kaynaklarina besin zinciri yoluyla hayvan ve
insanlara zarar vermektedir. Pestisitlerin bu potansiyel zararlarinin ortaya ¢ikmasindan sonra Avrupa
komisyonu bir direktif (2009/128/EC) yayinlamistir. Bu direktifle pestisit kullanimina sinirlamalar
getirilmis, bazi pestisitlerin kullanimi yasaklanmistir [1]. Ulkemiz genelinde hektar basina kullanilan
pestisit miktari AB Ulkelerinden azdir [2]. Buna karsin, llkemizde pestisit tiiketimi oldukga heterojen
oldugundan, Akdeniz, Ege ve Marmara Bolgelerinde pestisit kullanimi gelismis llkeler dizeyine
yaklasmaktadir [3,4]. Ulkemizde Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi toprak kalitesinin arttirilmasi ve
tarimda yasanan olumsuz etkilerin azaltilmasi yoniinde calismalar baslatmistir. Bakanligin ¢calismaya
karar verdigi projeler cercevesinde yapilan toplantilara ait sonug raporlarinda (i) Tarimda kullanilan
glibre ve pestisitlerin asiri kullanimlarinin 6énlenmesi i¢in, kayit ve denetim mekanizmasinin
isletiimesi (ii) Sanayi ve kentsel kaynakli sulama suyu kirliligine bagh olarak topraklarda olusan
coraklasma ve agir metal kirliliginin 6nlenmesi, (iii) kirlenmis topraklarin islah edilmesi gibi 6ncelikli

konular belirlenmistir (Sekil 2.1.)[5].



Hamdullah Cigek, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

ROTARYA  ROTARYA AR oy T e TS IRGEHIRmacmente | TOZGAT oo Aoy -
[CTE BAMAT IHANPASA | RFYON BoLvADI ¥ WRIERMUCUR  gyaipop  NDCASRAN
USAK  ierian ComANLAR o RRGCHAAR "“""::':“M o | o S0 | s
[T S arvan g e TARIM HAVZALARI "™ Nevsewin ™" e
St Fam TR g o
v : ! b ool oma0n KAYSERI
WALl g REOLOREN .9 |aseren AKSARAY Gihacss o i TomaRze
= - L ALTREN ARBARAT FESRLHIBAR arsm
DRAR - L Etn ORTELYURT e
e imanL A EVERER """"‘m GELENCOST BOBANSEAR A : b T T
GOMENATAREY : —— e AR it RGO
DET“EE BASMARCIHE CHBORLL o EGMDM A S— . \ L
b :mfu Y 7, ISPARTA T W Koﬂyjn HARATAY EMGALl . WAMEALY | BAREREVL -~
fans. . : Lt i i 4 3 wen NIGDE FEKE
TESROWA AOLASUN i LR MARAPRLAR , \ KM: ]
BURDURze A Y EnEG P h
facimuass | cummA ¢ CEANTY aLaDao [‘-‘-
FERAMAM g BUCAK LOREDUCAR SEVOREHI ARORIN A MOZAN  iamis |
TEFENR AR coubeaman. | i
e e 2z " " engs = s = iy
AVELL | avoum . ANl SERH A porrm  RAZRGARABENI 10 oiias WARAALY | RUAMOGL OSMANIYE
Lo RORRUTEL ANTALYA GAMLITEYLA. BhiL
b s ARsERy 1 hem. EURURCAS BARICAM - NumDAGY
Phea R KARAMAN TOROMLAR e CETHAR pemannane M ZIANTER
pUGLA s sl : M A Rrasal e s
FETHIYE | gy SUNSOGUS Ty TASKENT - e awrani YUREGHR Kitid
L] " caTrg ;
WEME BASYAYLA L SEL [LE8
muaLLCh b e FARATAS
nAS FinaKE [L ] 4 -
g
> i 1 |
—e i GULNAR , ATAY '
+ AR
e ey TR
AUANEARS
ALTIGRU
LD
540 30 ¥ &
-

Sekil 2.1. Kiy1 Akdeniz Tarim Havzalari [5]

2.1. KIRLENMi$ TOPRAKLARIN TEMIZLENMESI

2.1.1. NANOREMEDIASYON

Cevrenin korunmasi ve kirliligi, diinya ¢capinda ele alinmasi gereken énemli konulardan birini
temsil eder. Depolama alanlarindaki, petrol sahalarindaki, liretim alanlarindaki ve endiistriyel
tesislerdeki tehlikeli maddelerle kirlenme, ©6zel miilklerde olmak {izere askeri tesisler,
insanlarin saghgi ve cevre kirliligi acisindan ciddi risk olusturdugu [6] bunlarin yaninda, son
yillarda agir metallerin de neden oldugu toprak kirliligi diinya ¢capinda giderek artan boyutlarda
sikintilar olusturmaktadir [7]. Madencilik, askeri faaliyetler, imalat ve endiistriyel veya evsel
¢amurun toprak uygulamasi gibi antropojenik faaliyetler metal kirliliginin ana kaynaklaridir.
Toprakta metallerin birikmesi, toprak mikroorganizmalar1 ve bitki gelistiricileri lizerinde
olumsuz etkilere neden olabilir [8,9]. Bazi metaller (6rnegin Fe, Cu, Mn ve Zn) bitkiler icin temel
mikro besin maddeleridir ve énemli biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlara sahiptir [9,10]. Bu
nedenle, bircok yerinde iyilestirme stratejisinin temel amaci, potansiyel olumsuz etkileri en aza
indirerek, topraktaki metal kullanilabilirligini azaltmaktir. Son zamanlarda, Jadhav ve

arkadaslari tarafindan su akiferlerinde yliksek Kloriir konsantrasyonlari ve diisiik ¢6ziinmiis
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oksijen seviyeleri (0.75 mg / L) ile birlikte pestisit, yag, gres, agir metaller ve diger toksik
kimyasal kalintilarinin oldugu izlenmistir. [11].

Nanoremediasyon, atiklarin neden oldugu kirliligin tespit edilmesinde, izlenme, énlenme ve
iyilestirilmesinde rol oynayarak cevre temizligi icin yeni ve etkili bir ¢6ziim yontemlerindendir
[12]. Glnlimiizde kullanilan 1si1l uygulama, kimyasal oksidasyon, siirfaktan/ko-solvent
yontemiyle temizleme gibi pahali ve uzun stiren, etkinligi yetersiz olan yontemler artik yerlerini
hizli, ucuz ve daha etkili olan nanoremediasyon tekniklerine birakmaktadir [13,14]. Nano 6l¢ekli
sifir degerli demir (nZVI), bu amagla su anda en yaygin olarak kullanilan materyaldir. nZVI,
arsenik ve krom gibi agir metallerin, pestisidlerin (Lindane, DDT), klorlu solventlerin (PCE, TCE,
DCE) uzaklastirilmasi i¢in kullanilmistir [15].

Nanoremediasyon, nano 6lcekli zeolitler, metal oksitler, karbon nanotiipler ve lifler, bimetalik
nanopartikiiller gibi reaktif nanomateryaller kullanilarak kirleticilerin doéntstimi ve
detoksifikasyonunu iceren uygulamalardir. Bu teknigin avantajlar diistiniildiiglinde, cevresel
nanoteknoloji (E-nano) yeralti suyu iyilestirme, petrol sizintis1 dekontaminasyonu, atiksu
aritma ve su aritma gibi ¢esitli cevresel uygulamalarda kullanilmaya baslanmistir [16,17].
Madencilik, askeri faaliyetler, imalat, endiistriyel tarim, evsel atik, uzun siireli sulama gibi
antropojenik faaliyetler metal kirliliginin ana kaynaklaridir [18, 19]. Agir metal kirleticilerin
nanoremediyasyonunu saglamak veya mobilitesini azaltmak icin gesitli stratejiler kullanilmistir
[20, 21]. Agir metallerin ylizey ve yiizey alt1 su kaynaklarindan uzaklastirilmasi i¢in nZVI'nin
yani sira agarozla stabilize edilmis nZVI ve dogal / sentetik goetit nZVI basariyla uygulanmistir.
Benzer sekilde su birikintilerindeki agir metaller, hekzaklorobenzen, klorlu ve patlayic
bilesikler gibi kirleticilerin detoksifikasyonunda da bimetalik nanopartikiillerAg / Fe; Ni / Fe;
icin Cu / Fe kullanilmistir [22,23].

2.2. SIFIR DEGERLIKLi DEMIiR

nZVI partikiillerinin ¢ap1 10 ila 100 nm arasinda degismekle birlikte, baz1 saticilar
"nanopartikiiller" olarak mikrometre 6lcekli demir tozlar1 satmaktadir. Tipik olarak, nZVI'e
herhangi bir soy metal (6rnegin, paladyum, giimiis, bakir) eklenebilir. ikinci metal kendisi ve Fe
arasinda katalitik bir sinerji yaratir ve ayrica topraga enjekte edildikten sonra nanopartikiillerin
dagilimina ve hareketliligine yardimci olur [24,25]. Bu nanopartikiiller ikiden fazla da farkl
metaller de icerebilir. ikinci metal genellikle daha az reaktiftir ve Fe oksidasyonunu veya
elektron transferini destekledigine inanilmaktadir [25]. Baz1 soy metaller, 6zellikle paladyum,
klorsuzlastirma ve hidrojenasyonu katalize eder ve iyilestirmeyi daha verimli hale getirebilir

[25,26].



Hamdullah Cigek, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

nZVI'nin bitkilere olan etkisi ile ilgili olarak, ¢alismalarin ¢ogu laboratuar 6lceginde yapilmistir
ve uzun vadeli veriler halen yetersizdir. EI-Temsah ve Joner, farkli nZVI konsantrasyonlarinin
keten, arpa ve ¢imi tohumlarinin ¢imlenmesi tizerindeki etkilerini incelemisler ve 250 mg/L
nZVI'ya kadar olan konsantrasyonlarda 6nemli bir etkinin olmadigini rapor etmislerdir [27].
Gil-Diaz vd., %1 (%0,14 Fe0) ve %10 (%1,4 Fe0) oraninda bir ticari nZVI siispansiyonunun,
arpa ve genel fide tohumlarinin ¢imlenmesinde fitotoksisite yaratmadigi sonucuna varmislardir
[28].

Fe'nin cevresel kirleticilerle (6zellikle Klorlu ¢o6ziiciilerle) reaksiyonunun altinda yatan kimyas,
mikrometre Olgceginde nZVI PRB'lerde kapsamli bir sekilde calisiimis ve uygulanmistir [29].
Klorlu ¢oziiciiler i¢gin iki ana bozulma yolu vardir: beta eliminasyonu ve indirgeyici klorlama.
Beta eliminasyonu, en sik kirletici maddelerden biri olan Fe partikiilii ile dogrudan temas

ettiginde meydana gelir.

2.2.1. Sifir Degerlikli Demir Nanopartikiil (SDDNP) Sentezi

Sifir degerlikli demir nanopartikiil sentezi sivi fazda indirgeme metoduna dayali bor hidriir
indirgeme metodu ile sentezlenebilmektedir. Cozelti hazirlamada kullanilan ultra saf su ve
yitkama amaciyla kullanilan etanol icerisindeki oksijenin uzaklastirmasi i¢cin 10 dakika azot
atmosferinde ultrasonik etkiye tabi tutulur. Hazirlanan FeCl; .6H,0,NaBHs ve HTAB ayr1 ayr1 5
dakika tekrar azot atmosferine tabi tutulduktan sonra ii¢ boyunlu bir balon igerisinde sentez
islemi gerceklestirilir. Oncelikle reaksiyon ortamina FeCls.6H,0 ve HTAB c¢ézeltileri alinarak 15
dakika azot atmosferinde karistirilip birbiriyle kompleks yapmasi saglanir. Peristaltik pompa
yardimiyla NaBH4 c¢ozeltisi sisteme damla damla eklenir. Tiim bu deneylerde hacimsel olarak
kullanilan demir c¢o6zeltisi/sodyum bor hidriir c¢ozeltisi orami 1,0'dir (V/V=1). NaBH.
eklenmesini bittikten sonra 15 dakika daha azot atmosferi altinda karistirma islemi stirdiiriiliir.
Sentez islemi bittikten sonra olusan ¢ozelti santrifiij tiipiine aktarilarak, 13,500 rpm hiz ve 25°C
sicaklikta 15 dakika santrifiijlenerek SDDNP tanecikleri siizlintiiden ayristirilir. Ardindan
yikama islemi icin, SDNNP tanecikleri etanol ile ultrasonik ortamda dagitiip tekrar
santrifiijlenir, bu yikama islemi tli¢ kez tekrarlanir. En son santrifiijde ayrilan tanecikler vakumlu
etiivde 70°C sicaklik ve 10 bar basin¢ altinda 3 saat kurutulur [30]. Kurutma sonrasinda
oksitlenmeyi engellemek i¢cin numuneler icerisinde azot atmosferi barindiran cam numune

tiiplerinde saklanir.

2.3.TOPRAK MiKROORGANIZMALARI
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Toprak, kaya malzemelerinin in situ hava kosullarinin veya su, riizgdr veya buzla tasinan
mineral maddenin birikmesi sonucunda kara yiizeylerini kaplayan ince o6rtii olarak kabul edilir
[31]. Toprak yalnizca kum, silt, kil gibi mineral fraksiyonlardan ve ¢esitli ayrisma diizeyindeki
organik ve inorganik maddelerderi degil mikroskobik ve makroskobik boyutta canlilar1 da
yapisinda barindirmaktadir. Cok sayida bakteri, mantar, alg, virls, protozoa gibi
mikroorganizmalar, toprak omurgasizlarindan omurgalilara kadar degisen canlilar, karmasik
bir etkilesim icinde toprak yapisinda bulunurlar. Toprak bu canlilarin ¢ogalmalar ve
varliklarini stirdiirmeleri icin iyi bir gelisme ortamidir. Bu canllar, topragin gelisimi, kimyasal
ve fiziksel o6zellikleri ile verimliligi {izerinde 6nemli rol oynarlar. Topragin biyolojik sistemi,
toprak biliminin 6nemli bir bélim{inii olusturmaktadir. Ciinkii, organizmalar olmadan topragin
olusmasi ve islevlerini yerine getirmesi miimkiin degildir. Mikroorganizmalar toprak faunasi
isbirligi ile gesitli hayvan ve bitki kalintilarin1 ayristirarak baslangigtaki mineral maddelerin
aciga cikmasinda etken olurlar. Bu esnada iiretmis olduklari metabolitler ve ara iiriinler ile
topraga yogun bir biyokimyasal nitelik kazandirirlar. Bu aktiviteler sonucu olusan son
tirtinlerden oncelikle bitkiler yararlanir. Bu nedenle topraklarin verimliligi, toprakta bulunan
organizma aktiviteleri ile cok yakindan ilgilidir. Bitkilerin gereksinimi olan karbon, azot, fosfor,
kiikiirt, demir, magnezyum v.b elementler, mikroorganizmalar tarafindan bitkilerin
yararlanacagl sekle cevrilir. Mikroorganizmalar bu tiir islemleri kendi besin ve enerji
gereksinimlerini saglarken olustururlar. Ornegin, bitkilerin yararlanamadigi atmosferdeki
element azot (N2=dinitrojen) mikroorganizmalar tarafindan tutularak (fiksasyon) bitkilerin
yararlanabilecegi sekillere ¢evrilir [32]. Toprak mikrobik topluluklari, karbon, azot, kiikiirt ve
fosfor gibi birkag biyojeokimyasal dongtide yer alirlar [33]. Bu nedenle, mikrobik topluluklarin
yapisinda ve bilesiminde kiiciik bir karisiklik bile cevresindeki ortamda degisikliklere neden

olabilir ve bunun tersi de miimkiindiir.

2.3.1. Toprak Mikroorganizmalarinin 16S rRNA Gen Dizisine Gére Tanimlanmasi

Mikroorganizmalar: tespit etmek icin kiltiirden bagimsiz metotlar, geleneksel kiiltiir bazh
metotlara paralel olarak, 1970'lerde ortaya atilan 16S rRNA gen sekanslarina dayali bakterilerin
siiflandirilmas1 o giinden bugiine bir hayli gelistirilmistir. Kiiltiir bagimsiz molekiiler
teknolojilerin gelisimesi ve yayilmasiyla mikrobiyal ¢alismalarda devrim niteliginde ilerlemeler
olmustur. Bu teknolojilerin gelisimi, kiiltiire bagimh yontemler gibi geleneksel yontemlerle
tespit edilemeyen mikroorganizmalarin arastirmasina énemli 6l¢ciide katkida bulunmustur [34].
Ribozom, canl proteinlerin hepsinde bulunan, biyolojik protein sentezinde (translasyon)

onemli bir rol oynayan c¢ogul proteinler ve RNA alt {initelerinin bir kompleksidir. Ribozom
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yapisinin ve 16S rRNA geninin semasi, Sekil 2.2.'de gosterilmistir. Ribozom iki ana bilesenden
olusur: kiiciik ribozomal alt birim (prokaryotik hiicrelerde 30S ribozomal alt birim) ve biiyiik alt
birim (prokaryotik hiicrelerde 50S ribozomal alt birim). Her alt birim bir veya daha fazla
ribozomal RNA (rRNA) molekiilii ve cesitli ribozomal proteinler icerir. 16S rRNA geni, bakteri ve
archealar dahil olmak iizere tiim prokaryotik hiicrelerde bulunan 30S ribozomal alt {initesinin
bir ribozomal RNA molekiiliinii kodlar. 23S rRNA ve 5S rRNA, 50S ribozomal alt iinitesinde
bulunan rRNA alt birimleridir. Ribozomun bilesenlerini kodlayan genler ¢ogunlukla
korunmustur, bu da yapilarinin énemli fonksiyonlarindan dolay1 zaman i¢inde ¢ok az degistigi
ve mRNA'y1 proteinlere doniistiirdiigii anlamina gelir. Bu nedenle, genler “ev tutma genleri”
olarak kullamlir. U¢ alanin (Eukarya, Bakteri ve Archaea) smiflandirilmasi, rRNA gen
sekanslarina dayanan filogenetik aga¢ uyarinca onerilir [35].

16S rRNA geni, cesitli nedenlerden dolay1 bakterileri tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilan
bir aractir. Bu nedenlerden ilki, gen nispeten kisadir (yaklasik 1.500 bp). ikincisi, 16S rRNA gen
dizisinde, cogu bakteri arasinda (korunmus bolge) ortak olan ve dokuz farkhi bolgeye (hiper
degisken bolgeler) ayrilan on bélge vardir (Sekil2.2) ve bazi evrensel primerler korunmus
bélgelerde kurulur [36]. Ugiinciisii, kamuya acik veri tabanlarina kaydedilen gen dizileri biiyiik
Olgiide artmaktadir, ¢linkii gen dizisi bakteriyel taksonomik calismalarda tanimlama ve

siniflandirma icin 6nemli bilgilerdir.

Ribozom

]» 30S:alt birim
165 Ribozamal RNA

} 50S alt birim

Fa 1
Bakteriyal genom // | _16S | | 238 HEY
~~ 168 tRNA gene 23SrRNAgene 59 tRNA géfie
.
] 10 200 300 400 b (2L Tiuy B0 byt 100 1100 12041 13040 1404} hase
27F 341F 530F 685R 907R 1100R 1392R 1492R
+ > > <« -« -«

Sekil 2.2. Ribozom kompleksi ve 16S rRNA geninin semasi. Beyaz ve gri kutular sirasiyla
korunmus bolgeleri ve asir1 degisken bolgeleri gosterir. Kalin oklar, Escherichia coli'nin 16S
rRNA gen dizisinde tiniversal primerlerin yaklasik konumlarini gosterir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Sifir degerlikli demirin “minimum inhibe edici konsantrasyonunun” (MIK) tespit edildigi
calismalarda icerigi Tablo 3.1’ de belirtilen Nutrient Broth besiyeri kullanilmistir. Besiyerleri
hazirlandiktan sonra pH’lar1 HI2211 phOPR Meter model pH metre ile dl¢ciilmiis ve 1 M NaOH ve
1 M HCI ¢ozeltileri ile 7.0" a ayarlanmistir. Daha sonra, besiyerleri 121 °C, 1 atm basing altinda

15 dk otoklavlanmak suretiyle steril hale getirilmistir.

Tablo 3.1.Nutrient agar besiyerinin bilesenleri.

Bilesen Miktar
Pepton 59/L
Meat Ekstrat 3g/L
Agar 18 g/L

3.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) icin Gerekli

Cozeltilerin Hazirlanilmasi

27 lleri primer (AGA GTT TGA TCA TCA TGG CTC AG) ve 1492 geri primer (TAC GGC TAC CTT
GTT ACG ACT T) liyofilize halde Sentromer DNA Teknolojileri’nden temin edildikten sonra 100
UM stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin iizerlerine 634 pL niikleazsiz su ve 670 pL ntikleazsiz su
ilave edilmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti 1/10 oraninda seyreltilerek 10 uM’lik ¢calisma ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

DNA merdiveni (DNA ladder) hazirlanmasi i¢in 10 pL 6X yilikleme boyasi, (Thermo Scientific)
40 pL niikleazsiz distile su ve 10 pl. DNA belirteci (marker=merdiven) (Thermo Scientific
Generuler 100 bp Plus DNA Ladder) karistirilmistir.

Jellerdeki DNA'nin goriintiilenmesi i¢in 10 mg/mL EtBr hazirlanmistir. Hazirlanan bu

solliisyonda 100 mL’lik jel icerisine 5 pL ¢alisma sirasinda eklenmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri izolasyonu i¢in Toprak Orneklerinin Alinmasi

Bakterilerin izole edilecegi toprak materyalini Mersin ilinde tarimin yogun olarak yapildig

Akdeniz ilcesi Adanalioglu mahallesin den toplandi. Toplanan toprak érnekleri bir kasik yardimi
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ile steril 6rnek toplama posetine aktarilmistir. Toplama posetlerinin {izerine drneklerin alindig
bolgeler ve konumlar not edilerek, bakteriyel izolasyon c¢alismalar1 icin laboratuvara

getirilmistir.

3.2.2. Bakterilerin topraktan izolasyonu

Toprak 6rnekleri alinarak soguk zincir ile laboratuvari tasinmis ve kullanilincaya kadar kisa bir
stre icin + 4 °C de muhafaza edilmistir. Laboratuvara getirilen toprak 6rnekleri homojenize
edildikten sonra 1 g toprak 6rnegi, otoklavda 121 °C ve 1 atm basingta 15 dk bekletilerek steril
edilmis 100 mL’lik Ringer c¢o6zeltisi icerisine aseptik kosullarda aktarilmis ve topragin sivi
icerisinde dagilmasini saglamak icin 5 dk siiresince galkalanmistir. Ringer c¢ozeltisi i¢cindeki
toprak 102, 103, 104, 105, 106, 107 oraninda seyreltildi ve her bir seyreltmeden 100 pL
alinarak Luria-Bertani besiyeri ( 10 g/L kazein, 5 g/L maya o6ziitd, 10 g/L NaCl ve 15 g/L agar)
ylizeyine yayilmistir.

Yayma isleminden sonra petriler 30 °C’ de 2-7 giin inkiibe edilmis ve olusan koloniler
gozlemlenmistir. Sekil, yayilim, renk gibi morfolojik olarak farklilig1 géze ¢arpan koloniler tespit
edilmis ve ardi ardina tekrarlanan cizgi ekim yontemi ile saflastirilmistir. Saflastirma islemi,

secilen kolonilerin ardi arkasina ¢izgi ekim yontemi ile pasajlanmasi ile gerceklestirildi.

3.2.3. izolatlarin saklanmasi

Saflastirilan koloniler numaralandirildiktan sonra hem % 20°lik gliserol stoklarinda -20 °C’ de
hem de nutrient agar ile hazirlanmis yatik agarli tiiplerde +4 °C’de saklandi. Stoklanan
bakteriyel suslar daha sonraki calismalarda tekrar kullanilmadan Once nutrient agar
besiyerinde taze olarak gelistirilmistir.

3.2.4. Bakteriyel Genomik DNA nin ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu ¢ozeltisi hazirlanilmasi icin tablo 3.2." deki kimyasallar kullanilmistir.

Tablo 3.2.: DNA ekstraksiyonu i¢in gerekli malzemeler

TE tamponu

%10 Sodyum dodesil silfat (SDS)

20 mg/ml proteinaz K

5 M NaCl

CTAB / NaCl ¢ozeltisi

24: 1 kloroform / izoamil alkol

25: 24: 1 fenol / kloroform / izoamil alkol
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izopropanol
% 70 etanol

Bakteri susu 5 ml'lik bir siv1 kiiltiirii ile inokiile edildi. Kiiltiir doymus olana kadar uygun
kosullarda (yani uygun ortam, ila¢ se¢imi, sicaklik) bir gece cogaltilmasi icin bekletildi. Bir
gecenin sonunda kiiltiir alinir ve 1.5 ml’ si 10000 dev/dak hizda 5 dakika boyunca
mikrosentrifiijjde ¢oktiirtildii. Mikrosantrifiij den c¢ikarilan kiiltiiriin siipernatant kisim pipetle
alimp atildi. Kalan c¢okeltiyle 567 pL TE tamponu igerisinde mikropipet yardimiyla
¢Ozlindiirildi. Cozelti icerisine 30 uL. SDS ve 3 pL proteinaz K ¢ozeltileri eklenerek karistirilir ve
37°C de 1 saatte inkiibe edildi. Bu asamada hiicreler lizis olur ve tiip i¢cindeki s1vi saydamlasir.
Uzerine 100 uL 5 M NaCl eklenip karistirildi. Daha sonra 80 uL CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklenir ve
kanistirtlip 65 °C de 10 dakika tutuldu. Yaklasik olarak esit hacimde (0.7 ila 0.8 mi) Fenol /
Kloroform / Isoamil-alkol eklenip, ,tekrar karistirilip 5 dakika boyunca mikrosantrifiijde
dondiiriildii. Bu ekstraksiyon CTAB-protein / polisakarit komplekslerini uzaklastirmak icin
yapilir. Santrifiijden sonra supernatant kismi atilir. Esit miktarda kloroform / izoamil alkol
eklenir, iyice ekstrakte edilir ve 5 dakika boyunca mikrosantrifiijde dondiiriiliir. Baz1 bakteri
suslari ile, kloroform 6zlimlemesinden sonra olusan arayiiz, stipernatanin kolayca ¢ikarilmasini
saglayacak kadar kompakt degildir. Bu gibi durumlarda, ara birimin ¢ogu herhangi bir
slipernatanin ¢ikarilmasindan 6nce steril bir kiirdan ile temizlenebilir. Kalan CTAB ¢okeltisi
daha sonra fenol / kloroform 6ziimlemesinde uzaklastirilir.

Siipernatanti temiz bir tlipe aktarilir. Nukleik asitleri ¢okeltmek icin 0,6 hacim izopropanol
eklenir (NaCl konsantrasyonu zaten yiiksek oldugundan tuz ilave etmeye gerek yoktur). DNA
coktiirtiliinceye kadar karistirilir ve DNA nin iplikcikler sekilde ¢okeldigi gozle goriilebilir. DNA,
10000 dev/dak hizda 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiirtliir. Artik CTAB'yi ¢ikarmak icin DNA'y1
% 70 etanol ile yikanir. Tiip ters cevrilir 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilir. Alkol
tamamen ugar. Cokelti 100 pL. TE tampon icinde yeniden c¢oziiliir ve tiipe parmakla yavasca

vurularak DNA ¢oziindiriliir.

3.2.5. izolatlarin 16S rRNA gen dizisine gére tammlanmasi

Izolatlar, 16S rRNA gen dizilerinin karsilastirilmasi ile molekiiler olarak tanimlanmistir. Bu
yontemde, stoktan taze besiyerine aktarilarak gelistirilmis izolatlardan dnce genomik DNA
ekstraksiyonu yapilmis daha sonra ilgili gen boélgesi PZR ile ¢ogaltilmis ve son olarak ta
¢ogaltilan gen dizileri NCBI veri tabaninda daha 6nce farkli arastirmacilar tarafindan depozit

edilmis dizilerle karsilastirilmistir.

10
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3.2.6. 16S rRNA Genlerinin PZR ile Cogaltilmasi

PZR reaksiyon karisimi 3 pL bakteriyel genomik DNA, 3 puL 10X TBE tamponu, 2,4 uLMgCl, 0,8
uLdioksiniikleotid (dNTP) soliisyonu, 0,8 uL. 10 mM 27 forward primer soliisyonu, 0,8uL. 10 mM
1492 reversprimer soliisyonu, 0,25 pLTaq DNA polimeraz ve 18,95 mL distile sudan
olusturulmustur. Termal dongiileyicideki 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltilmasi (i) 94 °C'de 300
saniye, (ii) 94°C'de 45 saniye ve 51°C'de 60 saniye, 72 °C’'de 60 saniye ve 72 °C’de 600 saniye

olmak lizere 35 dongii olarak gerceklestirilmistir.

3.2.7. Cogaltilan DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezi ile Gosterilmesi

Agaroz jel elektroforezi icin % 1’lik agaroz TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda 1sitilarak
¢oziindiirilmis ve uygun sicaklikta (50-60 °C) icerisine 10 mg/mL’'likEtBr cozeltisin-den 4 pL
(100 mL’likagaroz c¢ozeltisi icin) ilave edilmistir. Daha sonra, elektroforez tanki icerisine
dokiilerek donmaya birakilmistir.

Her bir damla yiikleme boyasi ile 3 pL 6rnek karistirilarak kuyucuklara yiiklenmistir ve
ornekler DNA standardiyla birlikte 50 mA’de 20-30 dk yiritilmiistir. Ylriitme islemi
sonrasinda her bir hattaki DNA bandi ya da bantlar1 UV 1s1k altinda goriintiilenmistir (Quantum-
ST4, Montreal Biotech).

3.2.8. McFarland standarti ile bakteri sayilarinin tahmini

McFarland Standardi, baryum Kloriir ve siilfiirik asidin kimyasal bir ¢6zeltisidir; bu iki kimyasal
madde arasindaki reaksiyon, ince bir ¢okelti, baryum siilfat iiretiimesine neden olur. lyi
calkalandiginda, bir McFarland Standardinin tirbiditesi, asagida belirtildigi gibi bilinen

konsantrasyondaki bir bakteri siispansiyonu ile gorsel olarak karsilastirilabilir [37].

Tablo 3.3. :McFarland standarti

McFarland %1BaCl; % 1H2S04 Yaklasik Bakteriyel
Standart (ml) (ml) Siispansiyon / mL
0.5 0.05 9.95 1.5x 108

1.0 0.10 9.90 3.0x108

2.0 0.20 9.80 6.0x 108

3.0 0.3 9.7 9.0x 108

4.0 0.4 9.6 1.2x10°
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5.0 0.5 9.5 1.5x10°
6.0 0.6 9.4 1.8x10°
7.0 0.7 9.3 2.1x10°
8.0 0.8 9.2 24x10°
9.0 0.9 9.1 2.7x10°
10.0 1.0 9.0 3.0x10°

Bakteri artisinin ve bulanikligin1 tespit eden McFarland c¢ozeltileri ile kiyaslanmasinda
kiiltiirden gelecek etkiyi kaldirmak i¢in bakteri siispansiyonu santrifiij edilip fizyolojik tuzlu su
ile yikanir ve bakteri siispansiyonun gercek hacmine getirilerek spektrofotometrede (600 nm)

kiyaslanmasi yapilir [38].

3.2.9. Sifir Degerlikli Demir Igeren Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren besiyerlerinin yapilmasi i¢in ilk olarak 256 pg/mL nZVI
iceren stok cozelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok cozelti seyreltmeler gerceklestirilmeden
once oda sicakliginda ardi ardina 10 dk ve 5 dk siiresince Sekil 3.1.’da gosterildigi gibi

sonikatorde bekletilmistir. Sonikasyonla siispansiyon icerisindeki materyalin agregasyonu

kismen engellenmisgtir.

Sekil 3.1.: nZVI nin sonikatérdeki asamasi

Daha sonra materyal icermeyen Luria Bertani besiyeri kullanilarak stok besiyeri seyreltilerek
256 g/mlL, 128 g/mL, 64 g/mL, 32 g/mL, 8 g/mL, 4 g/mL, 2 g/mL, 1 g/mL nZVI iceren
besiyerleri Sekil 3.2.’deki gibi hazirlanmistir. Daha sonra, hazirlanan besiyerleri otoklavlanmak

suretiyle tekrar steril edilmistir.
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3.2.10. Inokiilasyon

Cizgi ekim yontemiyle saflastirilan ve molekiiler yontemlerle cins seviyesinde tanimlanan farklh
izolatlar c¢alkalamali inkiibatérde 37 °C de 24 saat siiresince inkiibe edildi. Kiiltiirlerdeki
iremeye karsilhik gelen absorbans degerleri 6lciildii. Olciilen deger Mc farland standarti ile
karsilastirildiktan sonra son konsantrasyon 1.5 x 108 olacak sekilde seyreltmeler hazirlanmistir

ve hazirlanan seyreltmeler inokiilasyon stogu olarak kullanilmistir. [39].

3.2.11. nZVI ‘nin izole edilen bakteriyel suslara karsi biyolojik etkisinin disk difiizyon

yontemiyle belirlenmesi

Disk difiizyon yontemi ile nZVI nin bakteriler iizerine biyolojik etkisinin belirlenmesi nutrient
agar besiyeri kullanilarak gergeklestirilmistir. Agar yiizeyine inokiilasyon stogundan 100 pL si
aktarilarak yayildiktan sonra agar ytizeylerine 30 uL 256 pg/mL nZVI slispansiyonu emdirilen
diskler yerlestirilmis ve petriler 48 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda antimikrobiyal etkiden Kkaynaklanan disk c¢evresinde seffaf zon olusumu

gozlemlenmistir.

3.2.12. Minimum inhibe Edici Konsantrasyonun Belirlenmesi

MIK, bir gecelik inkiibasyondan sonra mikroorganizmalarin gozle gériilebilir tiremesini inhibe
edecek olan antimikrobiyal maddelerin en diisiik konsantrasyonudur [40]. MIK testi, Basile ve
arkadaslarinin (1998) belirttigi sekilde, Broth seyreltme metoduyla yapilmistir [41,42].
Inokuliim olarak 100 pL inokiilasyon stogu kullanilmistir [43].

Farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren besiyerlerlerine bakteriyel izolatlarin inokiilasyonu
gerceklestirildikten sonra erlenler 37°C'de 60 saat slireyle inkiibe edilmistir [44].
Inkiibasyondan sonra, besiyerlerinde bakteriyel iiremenin gostergesi olarak bulamikliktaki
degisiklikler incelenmistir. Bulaniklik tayini spektrofotometrede 600 nm dalga boyundaki

absorbansin degisimi ile 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 3.2: nZVI in seyreltme asamasi

Sekil 3.3: BK0605 susunun karistiricida bekletilmesi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1.BULGULAR

4.1.1. Adanalioglu Mevkiinde Alman Toprak Orneklerinden Bakteri Suslarinin

Saflastirilmasi

Adanalioglu mevkiinde seracilik yapiminin yogun oldugu bolgelerden toplanan toprak
orneklerinden cizgi ekim yontemiyle bakteri tiirleri saflastirildi. Gerceklestirilen saflastirma
islemi sonucunda 9 bakteri susu izole edildi. izole edilen suslar HMD10, HMD47, HKN21,
HMDO03, AK027, HMDO01, HMDO05, HMD09, HMDO07 olarak kodlandi. Bunlar arasindan MD10,
HMD47, HKN21, HMDO03, AK027 ve HMDO1 izolatlarindan DNA izolasyonu yapilabilirken kalan

3 izolattan PZR de kullanilmak tizere yeterli miktarda DNA izolasyonu gerceklestirilemedi.

4.1.2 izolatlarin 16S rRNA Gen Dizisine Gére Tanimlanmasi

Tarama deneyleri sonucunda izolatlarin 16S rRNA geni PZR ile ¢ogaltildiktan sonra agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilenmistir. DNA miktar1 ve kalitesi ise (260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbanslarinin orani) NanoDrop ile tespit edilmistir

PZR irinleri “Applied Biosystems® 3500 Series Genetic Analyzers” marka cihaz ile Big
Dye®Terminator v3.1 CycleSequencing Kit kullanilarak dizilendikten sonra diziler BLAST
yardimiyla NCBI veri tabaninda bulunan 16S rDNA dizileri ile karsilastirilmis ve dizi
eslesmesine gore izolatlara en yakin tiirler tespit edilmistir. Ayrica bu karsilastirilmalara
dayanilarak neighbour-joining metodu ile MEGA 6 programinda filogenetik agaclar
olusturulmustur.

izolatlardan elde edilen 16S rDNA gen dizilerinin NCBI veri tabaninda bulunan 16S rDNA gen
dizileri ile karsilastirilmalari sonucunda yakin iligkili olduklar: belirlenen bakteri tiirleri ve ilgili
gen dizisi arasindaki benzerlikler tespit edilmistir. Her bir izolatin 16S rDNA gen dizilerine
dayali filogenetik pozisyonlari Mega 6 programi kullanilarak neighbor-joining metodu ile
cizilmistir.

izolat HMD10 na ait 16S rRNA gen dizisinin NCBI BLAST veri tabaninda farkl tip suslarin 16S
rRNA gen dizileri ile karsilastirilmistir. Buna gore 16S rRNA gen dizilerinin Stenotrophomonas
rhizophila e-p10 % 98 benzerlikte oldugu tespit edilmistir. Stenotrophomonas chelatiphaga
LPM-5 ve Stenotrophomonas tumulicola T5916-2-1b ile % 97 benzerlik bulunmustur. Buna
ilaveten Luteimonas cucumeris Y4 %96 ve Xanthomonas citri pv. Anacardii %94 16S rRNA gen

dizisi ile benzerlik saptanmistir. Tiir seviyesinde kesin bir ayrim yapabilmek icin izolatin
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biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin de arastirilarak karsilastirilmasi gerekliligi ortaya

cikmustir. izolat HMD10’un filogenetik agactaki pozisyonu Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

0.0078 D'Dnﬂuanthomanas citri pv. anacardii CFBP 2913

TP Pleuroascus nicholsonii ATCC 33616
T L Luteimonas cucumeris Y4
A = zolat HMD10
SRR ‘U'-é[gggenutmphomunas rhizophila e-p10
0.0082 D'Dug?encpfmphomonas chelatiphaga LPM-5

0.0030 222 Stenotrophomonas tumilicola T5916-2

0.002

Sekil 4.1. Stenotrophomonas genusu icerisinde yer alan tarama deneyleri sonucunda tespit
edilmis HMD10 izolatinin neighboor-joining metoduna gore c¢izilmis filogenetik agactaki
pozisyonu.

izolat HMD47’nin 16S rRNA gen dizisinin gére NCBI veritabanmindaki dizilerle karsilastiriimasi
yapildiginda Microbacterium trichothecenolyticum 1FO 15077 %97 benzerlik oldugu tespit
edilmistir. Bunun yam sira Microbacterium zeae 1204, Microbacterium proteolyticum %92,
Microbacterium kyungheense THG-C26 %91 ve Mycetocola lacteus CM-10 Microbacterium
maritypicum DSM 12512 %89 benzerlik oldugu belirlenmistir. izolat HMD47’nin Mega programi

yardimi ile cizilen filogenetik agactaki pozisyonu Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

00189 |zolat HMD4T

00 icrobacterium trichothecenolyticum IFO 15077
Lot Microbacterium kyungheense THG-C26

0.0169 : i Microbacterium maritypicum DSM 12512
0.0046 0.0129

0.0196 —  Mycetocodla lecteus CM-10

0.0194 2oden
0.0120 Leucobacter iarius 40

0.0052 Microbacterium zeae 1204

oo3a . .
0.0055—"Microbacterium proteolyticum

0.00p6

0,005

Sekil 4.2. Microbacterium genusu igerisinde yer alan tarama deneyleri sonucunda tespit edilmis

HMD47 izolatinin neighboor-joining metoduna gore ¢izilmis filogenetik agactaki pozisyonu.

Izolat HKN21'in 16S rRNA gen dizilerinin Rhodococcus kyotonensis DS472, NTS12 %97

benzerlik oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira, Rhodococcus fascians CF17 ve Rhodococcus
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cercidiphylli YIM 65003’e %95, Rhodococcus yunnanensis YIM 70056’yva %94, Rhodococcus
trifolii T8 Rhodococcus triatomae IMMIB RIV-085 %92 benzerlik goriillmiigtiir. izolat HKN21’in
filogenetik agactaki pozisyonu Sekil 4.3."de gosterilmektedir.

0.0233

Actinoplanes ferrugineus JCM 3277

0-09% Nocardia sungurluensis CR3272

0.0173
_ 9%% Nocardia goodfellowii A2012

0018  phodococeus trifolii T8

MRE 0997 phodococaus triatomae IMMIB RIV-085

it 0,0055
0.0081 ——Rhodococcus pedocola UG12

0.0042 29 phadococeus humicola UC33

0.0037 . qﬁ%ﬂﬁhﬂdﬂmcus yunnanernisis YIM 70056
0 hodococcus fascians CF17
0. mﬁhodamm cercidiphyfli YIM 65003
0.0130 0,0220
Izolat HKN21
0.0083 ?Ehadoﬂﬂccus kyotonensis DS472

0.0
Sekil 4.3. Rhodococcus genusu icerisinde yer alan tarama deneyleri sonucunda tespit edilmis

HKN21izolatinin neighboor-joining metoduna goére ¢izilmis filogenetik agactaki pozisyonu.

Izolat HMDO03'iin 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilmasi sonucunda Micrococcus aloeverae
AE-6 %93 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir. Micrococcus luteus DSM 20030, Micrococcus
yunnanensis YIM 65004 %91’lik benzerlik tespit edilmistir. Ayrica Micrococcus endophyticus
YIM 56238 %90, Micrococcus antarcticus T2 ve Micrococcus terreus V3M1 %89 Micrococcus
flavus LW4’e ise %88 benzerlik tespit edilmistir. izolat HMDO03'iin filogenetik agagctaki

pozisyonu Sekil 4.4.’da gosterilmektedir.
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0.0377

|zolat HMDO3
D'Duﬂicmcaccus aloeverae AE-6
0O1%  Micrococeus terreus V3M1
000,002 ficrococcus endophyticus YIM 56238

0.0377
L ':'-':"L':' , 209%8 picrococeus antarcticus T2

0.0221
o.00is  0-003R Micrococcus flavus LW4

D'mﬂ%cmcomus yunnanensis YIM 65004
B8R

icrococcus luteus DSM 20030

0.m

Sekil 4.4. Micrococcus genusu icerisinde yer alan tarama deneyleri sonucunda tespit edilmis

HMDO3 izolatinin neighboor-joining metoduna gore ¢izilmis filogenetik agactaki pozisyonu.

16S rRNA gen dizisi analizi sirasinda izolat AK027'nin Streptomyces ambofaciens ATCC 23877,
Streptomyces viola ceochromogenes CSSP734 ve Streptomyces griseoflavus CSSP442’nin arasinda
%94 oraninda benzerlik meydana gelmistir. Bununla birlikte, izolatin 16S rRNA gen dizisinin
Streptomyces coelicoflavus CSSP410 ile %93, Streptomyces humidus NRRL B-3172 ile %91,
Saccharopolyspora jiangxiensis W12 ve Cellulosimicrobium cellulans ATCC 12830 %88 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Izolat AK027’nin filogenetik agactaki pozisyonu Sekil 4.5.'de

gosterilmektedir.
0.0307 e
Cellulosimicrobium cellulans ATCC 12830
S 0.0802 Saccharopolyspora jiangxiensis W12
S izolat AK027
e i DE'FE Streptomyces coelicoffavus CSSP410
0.0111 i Streptomyces humidus NRRL B-3172
0.0064 0.008% Streptomyces pseudogriseolus NBRC 12902
o o Streptomyces violaceochromogenes CSSPT 34
DIDE% I§Iﬁ:%|r.':',!-:an'.lJ.:'cn‘.as ambofaciens ATCC 23877
o, reptomyces griseoflavus CSSP442
—
oo

Sekil.4.5. Streptomyces genusu icerisinde yer alan tarama deneyleri sonucunda tespit edilmis

AKO027 izolatinin neighboor-joining metoduna gore cizilmis filogenetik agactaki pozisyonu.
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izolat HMDO1’e ait 16S rRNA gen dizisinin Bacillus halotolerans DSM 8802’den elde edilen
dizilerle karsilastirilmasi sonucunda %96 benzerlik gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda elde edilen
dizilerin Bacillus aerius 24K %92oranla, Bacillus pumilus NCTC 10337 %91oranla, Bacillus
marmarensis GMBE 72’ye %90 oranla ve Bacillus thermotolerans SgZ-8 %89 oranla da 16S
rRNA gen dizileri ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. izolatk30701’'in Mega programi

yardimi ile cizilen filogenetik agactaki pozisyonu Sekil 4.6. da gosterilmistir.

et Bacillus marmarensis GMBE 72
] i i Bacillus pumilus NCTC 10337
e Bacillus thermotolerans SgZ-8
0.0227 it Bacillus aerius 24K
e = |zolat HMDO1
0.0082 12 Bacillus halotolerans DSM 8802
0.01

Sekil 4.6. Bacillus genusu icerisinde yer alan tarama deneyleri sonucunda tespit edilmis

HMDO1izolatinin neighboor-joining metoduna gore cizilmis filogenetik agactaki pozisyonu.

4.1.3. Sifir Degerlikli Demirin Bakteriler Uzerindeki Etkilerinin Gézlemlenmesi

Yeni sentezlenmis organik yada inorganik kimyasallar, siirfektanlar, antibiyotikler, kirleticiler
ve nanopartikiiller gibi bir cok maddenin bakteriler iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in
birden fazla yéntem kullanilabilmektedir. Bunlarin baslicalar; disk difiizyon testi ile MIK ve
MBC degerlerinin tespit edilmesidir. Gerceklestirilen tez calismasi1 kapsaminda sifir degerlikli
demirin Adanalioglu ilgesindeki topraklardan izole edilmis HMD10, HMD47, HKN21, HMDO3,
AKO027 ve HMDO1 bakterileri lizerine etkileri ilk olarak disk difiizyon testi ile calisilmistur.
Calisma neticesinde; sifir degerlikli demir emdirilen diskler etrafinda antibakteriyel etki
belirteci olarak herhangi bir seffaf zon gozlemlenmemistir. Seffaf zon gozlemlenememesinin
sebebi diske emdirilen materyalin difiize olamamis olmasidir. Bundan dolayi, sifir degerlikli
demirin bakteriler iizerine etkisi bakteriler iizerine olan MIK degerlerinin tespiti ile
degerlendirilmistir. Calismada kullanilan materyale benzer sekilde suda ¢oziinirliigi olmayan
ve gorece boyutlari biiytlik olan bu gibi bircok metal pargacigin antibakteriyel 6zelliklerinin disk
difiizyon testiyle degerlendirilmesinin oldukca zor oldugu bundan dolay1 da bu gibi

materyallerin MiK ve MBC testleri ile gerceklestirilmesi gerektigi bircok calismada belirtilmistir.
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Sifir degerlikli demirin Adanalioglu ilgesi topraklarindan izole edilen bakteriler icin MIK
degerleri inkiibasyon baslangici ve sonundaki bakteiyel {ireme kaynakli absorbans artisina gére
tespit edilmistir. Farkli yogunluklarda sifir degerlikli demir bulunduran besiyerlerinde belirli
zaman araliklarinda Stenotrophomonas sp. HMD10, Microbacterium sp. HMD47, Rhodococcus sp.
HKN21, Micrococcus sp. HMDO3, Streptomyces sp. AK027, Bacillus sp. HMDO01 izolatlarinin
tiremesinden kaynakli absorbans artisinin gozlenip gézlemlenmedigine iliskin veriler sirasiyla
Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3., Tablo 4.4., Tablo 4.5., ve Tablo 4.6. da sunulmustur. Pozitif
kontrol olarak izolatlarin nZVI igermeyen besiyerindeki gelisimleri, negatif kontrol olarak ta
farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren bakterisiz besiyerleri kullanilmistir.

Stenotrophomonas sp. HMD10 izolatinin test edilen tiim konsantrasyonlarda ve tiim siirelerde
lireme gosterdigi tespit edilmistir. Yalnmizca 256 pg/mL konsantrasyonunda nZVI igeren
besiyerinde ilk 24 saatte lireme gézlemlenmemistir. Ayni besiyerlerinde 32., 48. ve 60. saatlerde
iremeye bagli absorbans artisi gozlemlenmistir. Ilk 24 saat sonrasinda absorbans artisi
gozlemlenememesinin sebebi ise bakterilerin logaritmik fazdan durgun faza ge¢mis olmasi
olarak yorumlanmistir. Bu durum biiylik olasilikla bakterinin nZVI'ye karsi mutasyonal
adaptasyonundan kaynakli olabilecegi icin nZVI'nin Stenotrophomonas sp. HMD10’ye kars1 MIK
degeri 128 pg/mL olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.1.: Stenotrophomonas sp. HMD10 izolatinin farkli konsantrasyonlarda nZVI igeren sivi

besiyerlerinde liremesine bagh olarak absorbans artisinin goézlenip gézlemlenmedigine iliskin

veriler.

Zaman nZVI konsantrasyonu (ug/mkL)

(saat) —56 128 64 32 16 8 4 2 1
6 - - + + + + + + +
12 - + + + + + + + +
24 - + + + + + + + +
32 + + - - - - - - -
48 + + - - - - - - -
60 + - - - - - - - -

+: absorbans artis1 g6zlemlendi

-: absorbans artis1 gozlemlenemedi

Microbacterium sp. HMD47 izolatinin farkli konsantrasyonlarda nZVI g¢eren sivi besiyerlerinde
liremesi incelenmis ve 0-64 pg/mL nZVI iceren besiyerlerinde 24 saat siiresince lireme oldugu
gozlemlenmistir. Fakat, 256 ve 128 pg/mL nZVI iceren besiyerlerinde ilk 24 saat icerisinde

lireme gozlemlenmemistir. Bu zaman stliresinden sonra iireme artisinin gézlemlenememesi
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bakteriyel izolatin logaritmik fazdan durgun faza ge¢mesinden kaynaklanmaktadir. Bundan
dolay1n nZVI ‘nin Microbacterium sp. HMD47'ye karsi MIK degeri 128 pg/mL olarak

degerlendirilmistir.

Tablo 4.2.: Microbacterium sp. HMD47 izolatinin farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren sivi

besiyerlerinde liremesine bagh olarak absorbans artisinin gézlenip gozlemlenmedigine iliskin

veriler.

Zaman nZVI konsantrasyonu (ug/mkL)

(saat) —c6 128 64 32 16 8 4 2 1
6 - - + + + + + + +
12 - - + + + + + + +
24 - - + + + + + + +
32 - + + + = = £ - -
48 - + - - - - - - -
60 + + - - - - - - -

+: absorbans artis1 g6zlemlendi
-: absorbans artis1 gozlemlenemedi

Rhodococcus sp. HKN21 izolatinin 0-128 pg/mL lik besiyerlerinde lireme egrisinin durgun
fazina kadar iireme gosterdigi degerlendirilmistir. Bununla birlikte, 256 pg/mL’lik
besiyerlerinde herhangi bir zaman diliminde gelisim géstermediginden MIK degeri 256 pg/mL

olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.3.: Rhodococcus sp. HKN21 izolatinin farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren sivi

besiyerlerinde liremesine bagh olarak absorbans artisinin gézlenip gézlemlenmedigine iliskin

veriler.

Zaman nZVI konsantrasyonu (ug/mkL)

(saat) e 128 64 32 16 8 4 2 1
6 - + + + + + + + +
12 - + + + + + + + +
24 - + + + + + + + +
32 - + + + + + - - -
48 - + - - - - - - -
60 - - - - - - - - -

+: absorbans artis1 gézlemlendi
-: absorbans artis1 gozlemlenemedi
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Micrococcus sp. HMDO3 izolatinin 0-128 pg/mL nZVI iceren besiyerlerinde yaklasik 32. saat
olarak tespit edilen lireme egrisinin durgun fazina kadar iireme gosterdigi gozlemlenmistir.
Bununla birlikte, 256 pg/mL’lik besiyerlerinde herhangi bir zaman diliminde gelisim
gostermediginden MIK degeri 256 ug/mL olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.4.: Micrococcus sp. HMDO3 izolatinin farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren sivi

besiyerlerinde liremesine bagh olarak absorbans artisinin gézlenip gézlemlenmedigine iliskin

veriler.

Zaman nZVI konsantrasyonu (pg/mL)

(saat) —556 128 64 32 16 8 4 2 1
6 - + + + + + + + +
12 - + + + + + + + +
24 - + + + + + + + +
32 - + + + + + + + +
48 - + + - - - - - -
60 - - - - - - - - -

+: absorbans artis1 g6zlemlendi
-: absorbans artis1 gozlemlenemedi

Streptomyces sp. AK027 izolat1 i¢in ilk 6 saatta farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren sivi
besiyerlerinin tiimiinde iliremenin gerceklesmedigi go6zlemlenmistir. Bunun sebebinin
bakterinin besiyerine adaptasyonunun gerceklestigi lag fazinin uzun siirmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Izolatin iiremesinden kaynakh olarak 0-64 pg/mL nZVI iceren
besiyerlerinde 600 nm dalga boyunda absorbans artis1 géozlemlenmis olmasina ragmen 128 ve
256 pg/mL nZVI iceren besiyerlerinde absorbans artisina rastlanamamistir. nZVI'nin

Streptomyces sp. AK027’ye karsi MiK degeri 128 pg/ mL olarak belirlenmistir.

Tablo 4.5.: Streptomyces sp. AK027 izolatinin farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren sivi

besiyerlerinde liremesine bagh olarak absorbans artisinin gozlenip gozlemlenmedigine iliskin

veriler.
Zaman nZVI konsantrasyonu (pg/mL)
(saat) —56 128 64 32 16 8 4 2 1
12 - - + + + + + + +
24 - - + + + + + + +
32 - - + + + + + + +
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48 - - + + + + + + +

60 - - - - - - - - -

+: absorbans artis1 gézlemlendi
-: absorbans artis1 gozlemlenemedi

Bacillus sp. HMDO1 izolat1 i¢in ilk 24 saatta f-64 pg/mL nZVI iceren besiyerlerinde 600 nm
dalga boyunda absorbans artisi gozlemlenmistir. Bu zaman diliminin 6tesinde absorbans
artisinin  gozlemlenmemesi  bakterinin lireme donglisinde durgun faz ddnemine
gecmesindendir. Ayni zaman dilimi icerinde 128 ve 256 pg/mL nZVI iceren besiyerlerinde
absorbans artisi gozlemlenmemistir. Benzer konsantrasyonlarda 24 saat ve sonrasinda goriilen
lireme ise bliyiik olasilikla mutasyonal adaptasyondan kaynaklanmaktadir. Bacillus sp. HMDO01’e

kars1 nZVI'nin MiK degeri 128 pg/ mL olarak belirlenmistir.

Tablo 4.6.: Bacillus sp. HMDO1 izolatinin farkli konsantrasyonlarda nZVI iceren sivi

besiyerlerinde liremesine bagh olarak absorbans artisinin gozlenip gozlemlenmedigine iliskin

veriler.

Zaman nZVI konsantrasyonu (pg/mL)

(s2at) 6 128 64 32 16 8 4 2 1
6 - - + + + + + + +
12 - - + + + + + + +
24 - + + + + + + + +
32 - + - - - - - - -
48 + + - - - - - - -
60 + + - - - - - - -

+: absorbans artis1 gézlemlendi
-: absorbans artis1 gézlemlenemedi
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Sekil4.7.: Bakterilerin bulaniklifinin alttan goriiniisi

Sekil4.9. Bakteri suslarina sifir degerlikli demir eklenmesinden hemen sonraki goriiniim
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4.2 TARTISMA

Gergeklestirilen bu c¢alisma kapsaminda; topragin iyilestirilmesi amaciyla nano-yontemlerin
kimyasal kirliligin gideriminde kullanilirken olusturabilecegi potansiyel yan etkiler
degerlendirilmistir.
Calismada nZVI nanopargaciklarinin  etkisinin  gdzlemlenecegi  mikroorganizmalar
Adanalioglu’'ndan alinan toprak érneklerinden izole edilmistir. Toprak érneklerinden cizgi ekim
yontemiyle nutrient agar yiizeyinde koloni sekli ve rengi gibi farkli morfolojik gériiniime sahip
toplamda 9 bakteri susu izole edilmistir. Bunlar arasindan alt1 tanesinin (izolat HMD10, izolat
izolat HMDA47, izolat HKN21, izolat HMDO03, izolat AK027 ve izolat HMD01) genomik DNA’lar1
izole edilebilmis ve 16S rRNA gen bolgesi evrensel primerler yardimiyla ¢ogaltilabilmistir.
Cogaltilan 16S rRNA gen bolgelerine ait niikleotid dizileri BLAST ile NCBI veri tabaninda depozit
edilmis baska 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilmistir. Buna gore; izolat HMD10, izolat izolat
HMDA47, izolat HKN21, izolat HMDO03, izolat AKO027 ve izolat HMDO1'nin sirasiyla
Stenotrophomonas, Microbacterium, Rhodococcus, Micrococcus, Streptomyces ve Bacillus genuslari
icerisinde siniflandirilabilecegi sonucu ortaya cikarilmistir.
Bu ¢alismada sifir degerlikli demir icin elde edilen MiK degerleri Stenotrophomonas sp. HMD10,
Microbacterium sp. HMD47, Rhodococcus sp. HKN21, Micrococcus sp. HMDO3, Streptomyces sp.
AKO027 ve Bacillus sp. HMDO1 icin sirasiyla 128 mg/mL, 128 mg/mL, 256 mg/mL, 256 mg/mL,
128 mg/mL ve 128 mg/mL olarak tespit edilmistir.
Alavi ve arkadaslan E. coli, S. aureus, S. epidermidis, S. marcescens, P. Aeruginosa suslari lizerine
yaptiklari calismada Zn nanopartikiilleri icin MiK degerlerini 5-15 pg/mL olarak él¢miislerdir.
Elde edilen bu MiK degerleri bu calismada elde edilen MiK degerlerinden daha diisiiktiir [45].
Dufty ve arkadaslarinin Salmonella suslar lizerine yaptiklari calismada Ag nanopartikiilleri icin
MIK degerlerini 12,5-25 pg/mL, CuO nanopartikiilleri icin 100 pg/mL’den biiyiik, ZnO
nanopartikiilleri icinse 312,5-625 pg/mL olarak tespit etmislerdir. Campylobacter Uzerine
yaptiklar1 ¢calismada ise Ag nanopartikiilleri icin MiK degerlerini 3,125-6,25 pg/mL, CuO
nanopartikiilleri i¢in 6,25-12,5 pg/mL, ZnO nanopartikilleri icinse 25-50 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Bu MiK degerleri bu calismada elde edilen MiK degerlerinden daha diisiiktiir [46].
Rajivgandhi ve arkadaslarinin P. Aeruginosa ve K. pneumoniae lizerine yaptiklari calismalarda
MIK degerlerini 20 nm Au nanopartiklleri icin 1009-2015 pg/mL, 50 nm Ag nanopartikiilleri
icin 40 pg/mL, 491 nm ZnO nanopartikiilleri icin 800 pg/mL, 23 nm CuO i¢in 150-250 pg/mL
olarak belirlemislerdir. Bu MiK degerleri de bu calisma sonucu elde edilen MIK degerlerinden
gorece daha diisiiktiir [47]. Bu sonuglar da gosteriyor ki; sifir degerlikli demirin MiK degerleri
diger nanopargaciklara gore daha diigiiktiir. Bu nedenle sifir degerlikli demirin

mikroorganizmalar iizerine inhibe edici etkisi diger nanopartikiillere goére daha az etkide
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bulundugu gorilmektedir. Bu da sifir degerlikli demirin bir ¢ok nanoparcaciga goére mikrobiyal
yasam lizerine olumsuz etkilerinin daha az oldugunu géstermektedir.

Bu ¢alisma sonucunda sifir degerlikli demirin toprak mikroorganizmalari tizerinde herhangi bir
olumsuz etkide bulunmadig1 goriilmiistiir. Bu da nZVI'nin nanobiyoremediasyon teknolojisi
calismalar i¢in elverisli bir arag olarak kullanilabilecegini diistindiirmektedir.

Demir, nikel, paladyum gibi nano-dl¢ekli elementler ve sifir degerlikli metaller krom ve arsenik
gibi gecis metalleri ile etkilesime girebilmektedir. Bu gibi farkli toksik maddelerle kontamine
olmus yerlerde kalic1 organik maddelerin stabilize edilmesi icin nano-6l¢ekli elementler siklikla
kullanilmaktadir. Kiiciik boyutlarindan (genellikle 100 nm'den az), yiliksek yiizey alanindan ve
benzersiz kimyasal 6zelliklerinden dolayi, nanopartikiiller yogun sekilde calisilmis ve artan
siklikta uygulanmaktadir [48, 49].

1990'larda, nano o6lcekteki Fe, baslangicta indirgeyici olarak borohidrit kullanilarak, 10 ila 100
nm arasinda degisen partikiller liretmek icin Fe (1I) ve Fe (III) 'den sentezlenmis ve laboratuvar
calismalarinda incelenmistir. Zhang ve arkadaslarinin c¢alismalarinda, nano 6lgekli Fe
parcaciklarinin, klorlu organik c¢oziiciiler, organoklorin pestisitler ve poliklorlu bifeniller
(PCB'ler) de dahil olmak {lizere cesitli ortak cevresel Kkirleticilerin transformasyonu ve
detoksifikasyonunda c¢ok etkili oldugunu gostermistir. Zhang'a (2003) goére, Fe aracili
reaksiyonlar, hizli oksijen tiiketimi, diger potansiyel oksidanlar ve hidrojen iiretimi tarafindan
olusturulan ¢ozelti redoks potansiyelinde bir pH’da bir artis veya bir azalma tiretmelidir. Kesikli
reaktorler 2-3 pH artisi ve -500 ila =900 mV aralifinda bir oksidasyon-azaltma potansiyeli
(ORP) firetir. Buna karsin, baz1 diger mekanizmalarin kimyasal degisiklikleri azalttigi saha
uygulamalarinda pH ve ORP'nin daha az etkide bulunmasi beklenir. pH'1 1'e kadar bir ORP artisi
gosteren ve -300 ila -500 mV araliginda bir ORP gosteren bir baska onciil ¢calisma da bu
degerlendirmeyi desteklemektedir[50,51]. Zhang (2003) ayrica, Fe nanoparcaciklarinin

degistirilmesinin, iyilestirme siirecinin hizini ve verimliligini artirabilecegini gostermistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada tarimin yogun olarak yapildig1 ve tarim ilaglarinin yogun olarak kullanildig:
Adanalioglu bolgesinden 6 bakteri susu tanimlanmistir.

Sentezlenen nizai in bakteriler iizerine etkisi kapsaminda belirlenen MIK degeri oldukge yiiksek
bulunmustur. Bu sonug¢ izole edilen tiirlerin nanopartikiil toksisitesine direncli oldugunu
gostermektedir. nZVI ve biyoremediasyonun birlikte kullanimi, kirlenmis sahalarin eski haline
getirilmesi icin yeni bir stratejidir. Dekontaminasyon islemlerinde iiretilen atiklarin hacmini
azaltan ve dolayisiyla sanayi ilizerindeki etkilerini minimum diizeye indiren geri doniisiim
alternatiflerinin uygulanmasina katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle teknolojik
ve tarimsal faaliyetler nedeniyle kirleticilerin artan olumsuz ekolojik etkileri s6z konusudur. Bu
olumsuz etkilerin giderilmesi amaciyla arastirmalar yapilmaktadir. nZVI, toksik olmamasi, ucuz,
bol ve iiretilmesi nedeniyle yogun ilgi géormektedir. Dolayisiyla, nanoteknolojik yaklasim
cevresel kireticilerin etkilerini azaltma konusunda pratik bir alternatif ¢6ziim yolu sunmaktadir.
Adanalioglu tarim topraklarindan izole edilen tiirler nZVI ile yapilacak remediyasyon icin
direncli sayilabilir. Bakteriler i¢in ekolojik bir risk olusturmamaktadir. Besin zincirine niifuz
etme Kkabiliyetlerinden (biyobirikim) ve ayrica toprakta bulunan diger hedef olmayan
kirleticilerin yayillmasini kolaylastirma ihtimalinden dolay1 nanopartikiillerin ekosistem iizerine
etkilerinin kapsamli sekilde degerlendirilmesi ©nemlidir. Bu nedenle, nanomalzemelerin
sediment ve topraklardaki davranisinin ve toksisite derecesinin ¢ok iyi anlasilmasi gerekir.

Ayni alanda mevcut kimyasal kirlilik tespit edilerek, nZVI in kimyasallar1 temizleme potansiyeli
ile birlikte ekotoksik risklerin belirlenmesi bu alanda yapilacak c¢alismalar icin mevcut

eksikliklerin ¢ogunu giderecektir.
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