AGIR METALLE KONTAM INE OLMUS TOPRAKLARDAN
METAL iYONLARINA DIRENCLIi BAKTERILERIN
[ZOLASYONU VE BU DIRENCLILIGIN PLAZMIDLERLE OLAN
ILISKISININ ARASTIRILMASI

ERSOY SEVGI

Mersin Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji
Ana Bilim Dali

YUKSEK LISANS TEZIi

Tez Danigmani
Dog¢. Dr. Gokhan CORAL

MERSIN
Haziran- 2007



Bu tezin gerek bilimsel icerik, gerekse elde edilen sonuglar acisindan tim
gerekleri sagladigl kanaatine ulasan ve asagida imzalari bulunan biz juri Gyeleri,

sunulan tezi oy birligi ile YUksek Lisans Tezi olarak kabul ediyoruz.

y/ /-

Tez Danigmani
Doc¢. Dr. Gokhan CORAL

# Y

Juiri Uyesi Juri Uyesi
Prof. Dr. Mustafa OZYURT Dog¢. Dr. Minir TUNCER

Bu tezin Fen Bilimleri Enstitiisi yazim kurallarina uygun olarak yazildigi Enstitu
Yonetim Kurulu'nun .......... | Lovoviinnnns tarih ve ... L, saylli
karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr.Mahir TURHAN
Enstiti Madurd

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin bilgiler, sekil, cizelge ve fotograflardan kaynak gostermeden alinti yapmak
5846 sayil Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hikimlerine tabidir.




OZET

Bu calsmada, toprak ornekleri Mersin Kazanli cevresindékemli bir
sanayi kurulgunun civarindan alinrgtir. Calsma igin secilen @r metaller Cu, Ni,
Co, Cd, Zn ve Cr dur. Toprak orneklerinigiametaller diizeylerinin belirlenmesi
icin, ICP analizleri yapilngtir. ICP analiz sonuclari alinan toprak érnekleer@d
haric dger gir metallerin kontrol toprak orggéne oranla daha yiksek olglunu
gostermgtir.

Toprak orneklerinden toplam 225 adeseudomonassp. ve 101 adet
Bacillus sp. izole edilmitir. Agir metal direnclilgi testi icin bakteri hicreleri,
CuCh, CoCh, NiCl,, CdCh , ZnCh ve KyCr,O/nin degisik konsantrasyonlarini
iceren Nutrient Agar petrilerine cizgeklinde ekildi ve 30 C'ta 24 saat sureyle
inkibe edildi, 24 saat sonragia metallerin maksimum tolere edilebilir
konsantrasyonlari (MTC), geiheye izin veren en yiksek gia metal
konsantrasyonu olarak gosterildi.

Yuksek MTC dgerine sahip bakteriler arasindan secileglasda plazmid
DNA varhgini argtirmak icin, mini preparasyon metodu kullanilardézmid DNA
izolasyonu vyapilmgtir. izole edilen plazmidler agaroz jel elektroforezi ile
ayrilmistir. Elektroforez sonucunda, A1P41, B2P55, B2PBQP77, B2P99,
B2P115, B2P117 ve B2P123starinda 1.8 kb ve 2.1 kb biyuldunde iki adet,
B2P110 ssunda 1.8 kb, 2.1 kb ve 28 kb'lik G¢ adet plazmidlundusu
gozlenmitir.

Pseudomonasp.’den A1P25, B2P77, B2P99, B3P36Glau ve Bacillus
sp.’den B1B7 sgu air metallerin biyosorpsiyonu icin secildi. Bakterin gir
metal biyosorpsiyonunu belirlemek icin de ICP gistekullanildi. ICP analizi
sonucuna gbére, Zn’nin biyosorpsiyon hiziningedti metallerin biyosorpsiyon

hizindan daha yiksek olglu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Agir metal direnglilgi, Pseudomonassp., Bacillus sp.,
Biyosorpsiyon



ABSTRACT

In this study, soil samples were collected fromuistrial zone in Kazanl /
Mersin. Six heavy metals that Cu, Ni, Co, Cd, Znd £r were selected for this
study. ICP analyses were carried out for detediiegheavy metals levels of soil
samples. Results of ICP analysis showed that taeyhmetal concentrations of the

soils samples were found to be higher than costité except to Cd.

A total 225Pseudomonasp. and 10Bacillus sp. were isolated from soill
samples. For testing heavy metal resistance, tbeeta cells were streaked onto
Nutrient Agar plates containing various consentragi of CuCJ, CoCh, CdCl},
NiCl,, ZnChk and KCr,O; and incubated at 30 °C for 24 hours. The maximum
tolerable concentration (MTC) of heavy metals wasighated as the highest

concentration of heavy metal which allows conflugmtwth after 24 hours.

Mini preparation methods were used for plasmid D&ation, in selected
bacterial strains that had high MTC levels. Théatsal plasmids were separated by
agarose gel electrophoresis. A1P41, B2P55, B2P&R7B, B2P99, B2P115,
B2P117, B2P123 strains were found to have 1.8 kb2ah kb two plasmids, and
B2P110 strain were found to have 1.8 kb, 2.1 ki, 2thkb three plasmids.

The strains A1P25, B2P77, B2P99, B3P36 fieseudomonasp., and the
strain B1B7 fromBacillus sp. were selected for heavy metal biosorption.r Fo
detecting the heavy metal biosorption of bactelieB, system was used. According
to the results og ICP analysis, it was determited biosorption speed of Zn was

higher than biosorption of other heavy metals.

Keywords: Heavy metal resistancBseudomonasp.,Bacillus sp., Biosorption
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1.GiRIS

Insan var olgundan itibaren cevreyi kendi istekleri galtusunda
kullanmakta ve d#stirmektedir. Nifusun hizla agti ve sanayinin hizli galimi
cevre sorunlarini gindeme getisminehirlere, godllere, denizlere aritilmadan
akitilan bol miktardaki evsel ve sanayi atiklarvrgmin gir kirlenmesine neden
olmustur. Diger taraftan su ve karasal ekosistemler bilingsizagra kullanilarak
Onemli 6lctide zarar gorngiiir. Tim bunlarin sonucu olarak dinyarave hizli bir
sekilde kirlenmg olup, cevre sorunlari acil ¢6zim bekleyen probéntialine
gelmistir. Ginimuzde dinya 6lgamde ya da uluslararasi boyutlarda dikkati ¢ceken
baslica ¢evre sorunu 6rnekleri; hava kirlenmesi, slekimesi, toprak kirlenmesi,
ses ve gurdltt kirlenmesi, giealan kaybi, sera etkisi, ozon tabakasinin dedisin
biyolojik cesitlili gin azalmasi, ndkleer kirlilik, asit gaurlari, ¢olleme, &ir

metaller bata olmak tzere zehirli atiklarin yayllmagklinde siralanabilir.

Agir metaller kayaclarin ve dolayisiyla topraklarioga bilesenleridir ve
topraklar bilgimlerine bali olarak farkli oranlarda ve formlardagia metal
icerirler. Cizelge 1.1'de yerkalgunda en bol bulunan 12 element ile daha az
bulunan bazi elementler gosteriftimi (bu elementlerin arasinda metal olmayanlar
da vardir). En bol bulunan bu 12 elementin toplaitidsi, yerkabgu kutlesinin
%99,4’U kadaridir. Eser elementler veya metallere&irlenmesi bakimindan, bol

bulunan elementlerden ¢ok daha tehlikelidir [1].

Agir metallerin jeolojik nedenlerle olan ¢evredeki dgal dasilim deseni
son yillarda antropojen etki ile dnemli 6lclidegideeye balamistir [2]. Antik
caglarda metal cevherlerininslenmeye bglandgindan beri metaller insan
faaliyetleri sonucu olarak @al cevrimler dginda atmosfere, hidrosfere ve

pedosfere yayllmaya bamigslardir.

Yuzyillar boyunca insanlarga metalleri etkilerini bilmeden taki, silah, su
borusu vb csitli amaglar icin kullanmylardir. Orngin; bakir cok kolay dlenir:
dévme suretiyle kolaylikla bigim verilebilidyi bir elektrik iletkeni oldgundan,



elektrik telleri ve kablolari bakirdan yapilir. Aymamanda iyi bir 1si iletkenidir ve
uzun sure evslerinde kullaniimgtir (tabaklar, tencereler, kazanlar v.b.).skEa
madenlerle kastirilinca bakir, algmlar meydana getirir; bunlarin en dnemlileri
piring ve bronzdur. Bgka bir 0rnek olarak kromu verebiliriz. Krom gg&h
sertlatirilmesinde, paslanmaz celik yapiminda ve dahaoliryararli alaim
yapiminda kullanilir. Bu ajamlar sert ve parlak bir ylizeye sahip olup kaplaanad
ve paslanmayi engellemede kullanilir. Krom camlarapisina katilarak onlara
zamrut yaili rengini verir. Ayrica yiuksek erime sicagl) yeterli i1sisal genkgne ve

kararl bir kristal yapiya sahip oldundan tgla yapiminda da kullanilir.

Cizelge 1.1: Bglica elementlerin yer kaiundaki konsantrasyonlari [1].

Element Konsantrasyon (ppm) Sirasi
Bol oranda bulunanlar
*Oksijen 466000 1
*Silisyum 277200 2
Aliminyum 81300 3
Demir 50000 4
Kalsiyum 36300 5
Sodyum 28300 6
Potasyum 25900 7
Magnezyum 20900 8
Titan 4400 9
*Hidrojen 1400 10
*Fosfor 1180 11
Mangan 1000 12
Eser oranda bulunanlar
Baryum 425 14
Vanadyum 135 19
Nikel 75 23
Cinko 70 24
Bakir 55 26
Kursun 12,5 36
Berilyum 2,8 46
Uranyum 2,7 48
Kalay 2 51
Kadmiyum 0,2 63
Civa 0,08 67
Gumig 0,07 68
Altin 0,004 71
* Metal olmayanlar




Sanayilgme ile birlikte &ir metal iceren kdmdurlerin yakilmayagenmasi
ile endustri boélgelerindekigar metal kirliligi asiri boyutlara ulamis ve air metal
kirlili ginden kaynaklanan ilk tanimlanan zehirlenmeler dgpta ortaya ¢iknstir.
Agir metallerin toprakta birikmesinin sadece topra&rimliligi ve ekosistem
fonksiyonlari Gzerinde g¢d, ayni zamanda besin zinciri yoluyla hayvan veain
sgligl Uzerinde de onemli etkileri vardir. Topraklardadgir metal Kkirliligi,
endustrinin ve madencilik aktivitelerinin geghesiyle ve atik suyla yapilan
sulamalarin ve aritma ¢amuru uygulamalarinin ydggnmasiyla global bir problem

halini almaktadir [3].

Topraklardaki gir metallerin, ger miktarlari topraktaki normal bangic
degerlerinden fazla ise mikro kirleticiler olarak Imirler. Topraktaki gir metallerin
en tehlikeli yani, bitkilerin yapisina girmeleriafeketli hale gectiklerinde (serbest
iyon haline gectiklerinde) taban suyuna karak suyun nitefiini bozmalari,
mikroorganizmalara zarar vermeleri ve besin zindei diger canlilara gecerek
dolayl yollardan zararli olmalaridir. g metallerin 6zellikle belirli dozlardan
itibaren canlilardaki fizyolojik fonksiyonlari veiymkimyasal olaylari direkt veya
dolayl olarak etkiledii bilinmektedir. Cizelgel.2'de topraklardakgia metal sinir

degerleri verilmektedir.

Cizelge 1.2 :Topraklardakiga metal sinir dgerleri [4].

Agirmetal pH<6 mg/kg firin kuru pH>6 mg/kg firin kuru
toprak toprak
Kobalt 20 20
Kadmiyum 1x* 3**
Krom 100** 100**
Bakir* 50** 140**
Nikel* 30** 75**
Cinko* 150** 300**
Civa 1x* 1,5**

* pH degeri 7’den blyuk ise Bakanlik sinir gkrleri %50'ye kadar arttirabilir.

** Yem bitkileri yetistirilen alanlarda cevre ve insanghgina zararli olmagh
bilimsel calsmalarla kanitlanggs durumlarda, bu sinir gerlerin gilmasina izin

verilebilir.



2. KAYNAK ARA STIRMASI
2.1. AGIR METAL TANIMI

Batin elementlerin ¢cok bayuk bir kismi, onlarirsibler ve hidroksitler gibi
kararl olan ve katyonik 6zellikli formlarina gokarakterize edilirler. &ir metal
tanimi fiziksel 6zellik agisindan gonlusgu 5 glcni ten daha yiiksek olan
(p>5g/cn?) metaller icin kullanilir. Bu gruba; ksun, kadmiyum, krom, demir,
kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak Uzere &0 fazla metal dahildir. Bu
elementler dgalari gergi yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat s@lftr
halinde stabil bilgik olarak veya silikatlar icinde hapis olarak vektaaiyel hiicreye

girebilenler katyon ve oksianyon (As, Cr, U) olatakunurlar.
2.2.BAZI AGIR METALLERIN KULLANILDI Gl ENDUSTRI DALLARI

Agir metaller ve tuzlan cevresel Kkirleticilerin onkembir grubunu
olusturmaktadir. &ir metallerin ekolojik sistemde yayillimlari dikkadandginda
dogal cevrimlerden daha c¢ok insanin neden gldwetkiler nedeniyle cevreye
yayllimi s6z konusu oldw gérilmektedir. Strekli ve kullanima gdakirlenmenin
yani sira kazalar sonucu dgirametallerin cevreye yayinimi énemli miktarlara
ulasabilmektedir. Yillik olarak dgal cevrimler sonucu 7600 ton kadmiyum, 18800
ton arsenik, 3600 ton civa, 332000 ton skur atmosfere atilmakta iken insan
faaliyetleri sonucu derj edilen miktarlar dikkate alinginda ise selen (19 kat),
kadmiyum (8 kat), civa, ksun, kalay (6 kat), arsenik, nikel ve krom (3 kataha
fazladir [5, 6].

Agir metallerin 6zellikle sucul ortamlara hemgdb kaynaklardan, hem de
insan aktiviteleri sonucu evsel ve endustriyel latla ulgabildigi bilinmektedir
[7]. Doga icin en onemli kirliliklerden biri @&ar metaller tarafindan meydana
getirilmektedir. Bugin sanayide 40'dan fazla meta algimin kullanildgi
bilinmektedir. Asir metaller tarafindan meydana getirilen kirliliksan sgligini

tehdit eder bir seviyeye ulaistir [7]. Agir metallerin ¢evreye yayiniminda etken



olan en 6nemli endustriyel faaliyetler cimento iimét demir celik sanayi, termik

santraller, cam uretimi, ¢Op ve atik camur yaknsésteridir.

Cizelge 2.1 : Bazi@ar metallerin ygun olarak kullanildii endistri dallari [8].

N
=)

Enddstri Dali Cd|Cr |Cu|Fe|Hg| M |Pb|Ni|Sn

=]

Kagit, Karton ve Seliiloz Sanayii -
Organik Kimyasallar, Petrokimya Sanayi
Alkaliler, Klor, Inorganik Kimyasallar
Kimyasal Gubreler

Petrol Rafinerileri

Demir, Celik Dokiimhaneleri

Demir, Celik Dsindaki Metal Sanayi
Motorlu Tasit ve Ucak Kaplamasinda
Cam, Cimento ve Asbest Uretiminde | -
Tekstil Sanayi -
Deri Tabaklamasi -
Buhar Gucuyle Caan Elektrik Sanayii| -

1
++ + 4+ + + +

+++ 4+ + A+ 4+

Cizelge 2.1'de goruldiii gibi metaller ve 0©zellikle dega metaller
endustriyel agidan ¢ok kullanilan elementlerdim&in; kursun diinya ¢apinda gok
fazla slenip rafine edilen bir elementtir. Rafine edilemrgunun %401 akiimulator
yapiminda kullaniimaktadir. Kadmiyum, mil yatakiata surtinmeye ks

boyacilikta kugun ve bakirla akam yapmada kullaniimaktadir [9].

Agir metaller, su kaynaklarina, endustriyel atiklaya asit yamurlarinin
toprazl ve dolayisi ile bilgmde bulunan @r metalleri ¢cozmesi ve ¢ozinegia
metallerin irmak, goél ve yeralti sularina grteasiyla gecerler. Sularastaan &ir
metaller airi derecede seyrelirler ve kismen karbonat, suBatfir olarak kati
bilesik olusturarak su tabanina coker ve bu bdlgede zengilde Sediment
tabakasinin adsorpsiyon kapasitesi sinirli glchalan dolay! da sularing@ metal

konsantrasyonu surekli olarak yukselir.

Dogal veya sentetik kimyasal bgi&lerin kullanimi ile insanlar butin
organizmalarin segici ¢evresiniglgirmistir. Bu, 0zellikle bakteriler gibi cok kisa
Ureme zamanlarina sahip organizmalar Uzerinde g@etkilere sahiptir. Air

metallerin ve bazi organik bii&lerin yaygin Uretimi ve kullanimi; géli organik



bilesikleri parcalayabilme yeteie ile agir metallere kan direng iceren belirli

genotipler icin secici olarak bakteriyel cevreygdgirmistir [10].

2.3. AGIR METALLERIN ONEMI

Peryodik tabloda (Cizelge 2.2) bulunan elememtleelektrokimyasal,
katalitik ve yapisal olmak tzere ¢ fonksiyonu varélementler, metabolik enerji
kayna olarak kullanildiklarinda, elektrokimyasal olanak oynarlar. Butiin temel
elementler enzim aktivatorleri olarak davranirlag Wiyokimyasal tepkimeleri
ayarlamaya yardim ederlegteé o zaman katalitik olarak rol oynarlar. Protem v
aminoasitler gibi maddelerin sentezinde pek cokmel& gereklidir. Bu ise
elementlerin yapisal fonksiyonudur ve element, &@min vazgecilmez bgenidir
[11].

Gup 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415 16 17 18
Peryod

1 |H He
2 [Li|Be B[C[N|O]|F [Ne
3 |Na|Mg Al[Si|P [S |CI|Ar
4 | K|Ca|Sc|Ti |V [Cr [Mn|Fe|Co|Ni|Cu|Zn|Ga|Ge|As|Se|Br |Kr
5 |Rb|Sr|Y |Zr [Nb[Me|Tc|Ru|Rh|Pd|Ag|Cd| In|Sn|Sb|Te| | [Xe
6 |Cs|Ba[Lu|Hf|Ta|W [Re|Os]| Ir | Pt |Au[Hg| TI |Pb|Bi |Po|At |Rn

Cimeroli tere] elernentler, bittin yagarn tirleri
Oimerali katwonlar, bittim yagarn tieler
Orerali anyronlar, bidtin wagarn tirleri
Gerekli iz elernentler, bittiin wragarn tirleri
Ozel kullararalarda gerekli, baz wagarn tinderi
Indirgeronig wefreta metillerrais durureda
transfer edilebiliv, baz mikrooiganizmalar

Etkisi bilinenesen vesa bilinrmesen bisolojik
tonksiyonlara sahip elementler

Bivolojik agidan dneroli gecis elernentleri

10000000

Cizelge 2.2: Biyolojik agidan 6nemli elementlerierypodik tabloda gosterimi [12]



Agir metallerin bollgunun temeli, fizyolojik durumlarina iga olarak
¢cozunurlik ve toksisitedir. Metallerin indirgenm@sB grupta inceleriz. Cizelge
2.3'te de goruldgu gibi ggir metaller; 6nemli dgiik toksisiteli iz elementler, orta
onemlilikteki toksik iz elementler ve sinirli fayglaolan toksik elementler olarak (¢

gruba ayrilmasi mumkandar.

Cizelge 2.3: &ir metallerin siniflandiriimasi [13]

Onemli iz elementler/diiik toksisiteli Fe,Mo,Mn
Yuksek/orta dnemlilikteki iz elementler/toksik Zn,8u,V,Co,W,Cr
Sinirh faydasi olanlar/toksik As,Ag,Sb,Cd,Hg,Pb,U

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerigére ygamsal ve
yasamsal olmayan olarak siniflandirilirlar. gémsal olarak tanimlananlarin
organizma yapisinda belirli bir konsantrasyondaubnialari gereklidir ve bu
metaller biyolojik reaksiyonlara katildiklarindaroldyr dizenli olarak besinler
yoluyla alinmalari zorunludur. Orgim bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan
hiicrelerinin ve bir cok oksidasyon ve reduksiyoosesinin vazgecilmez parcasidir
[14]. Buna kagin yasamsal olmayan@r metaller cok d§iik konsantrasyonda dabhi
biyolojik yapiy! etkileyerek s#ik problemlerine yol acabilmektedirler. Bu gruba
en iyi 6rnek kukurtlti enzimlere Bnan civadir [15].

2.4. AGIR METALLERIN YARARLI VE ZARARLI ETK ILERI

Bir metalin toksisitesi, makromolekil, metabolie \niicre organelleriyle
birlikte biyolojik sistemlerdeki dinamik wam proseslerine zarar verme
kapasitesine dayanir. Ogie; hegzavalent krom (€9 trivalent kroma (C¥) gore
daha toksiktir [16,17]. Krom ¢ bg&leri kullanilan sletmelerde cagan
insanlarda kanser vakalarina rastlanmsamiayrica Ct' ile yapilan testlerde deney
hayvanlari Gzerinde herhangi bir negatif etki gbmemitir. Kimyasal ve biyolojik
olarak kararli 6zellik gosteren €r(oksidant dgildir, tahrip edici dgildir, hiicre
zarina gecmez...) kanserojen bir madde olaraftirdiimemektedir. Ancak €t

hiicre zarindan kolaylikla gecerek’Cia indirgenir. Hekzavalent kromun biyolojik
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etkisi bu indirgenme reaksiyonundan kaynaklanif! Gticre icindeki gelere Cf*
gibi baglanarak bu gelerin fonksiyonlarina zarar vegilive bu rediksiyonun toksik

Ozellik tsgidigl varsayllmaktadir [18].

Bir agir metalin yaamsal olup olmagh dikkate alinan organizmaya da
baghdir. Ornesin, nikel bitkiler agisindan toksik etki gosterirkehayvanlarda iz
elementi olarak bulunmasi gerekir. Bazi sistemlerggr metallerin etki
mekanizmasi degime bagli olarak deisir. Ornesin, krom bata insan biinyesinde
olmak Uzere, canli organizmalardaki davsanpksidasyon kademesine ve
oksidasyon kademesindeki kimyasal 6zelliklerinebuéundigu ortamdaki fiziksel
yapisina bgidir. Bu tlr organizmalarda metallerin d@mi dikkate alinmalidir.
Ornesin, metaller mikroorganizmalarin  yamlarinda 6nemli roller alirlar.
Kalsiyum, kobalt, krom, bakir, demir, potasyum, megyum, sodyum, nikel ve
cinko gibi bazi metaller ihtiya¢c duyulan besinlédugundan gereklidirler. Bunlarin
disinda kalanlarin (ginsi aliminyum, kadmiyum, kgun ve civa) herhangi bir
biyolojik fonksiyonlari yoktur. Hlcre icin en oneimblan metaller, enzimlerin
yapisina katilarak énemli biyokimyasal reaksiyomdatalizlenmesinde rol alirlar.
Bazilari proteinlerin yapisina katilir, bazilari thakteri duvarinda yer alarak
ozmotik balansin korunmasinda gorev yapar [19,B@mir, bakir ve nikel gibi
metaller redoks prosesinde gorev yaparlar. Bungmah magnezyum ve ¢inko
gibileri ¢ssitli enzimleri ve DNA'y1 stabilize eder. Demir, magzyum, nikel ve
kobalt cok ceitli fonksiyonlari olan kompleks molekiillere katiar. Sodyum ve

potasyum, intraseltler ozmotik basincin diizenlenmesgereklidir.

Metaller yiksek degimlerde olduklarinda mikroorganizmalar vegeli
organizmalar igin toksiktir. Toksisite gerekli mi¢ain kendi d@al balanma
yerlerinin deistiriimesi sonucu gercekgenektedir [19]. Gerekli olmayan metaller
tiol tasiyan gruplara ve oksijen bulunan bélgelere, gerekdin metaller yerine
yuksek bir affinite ile bglanirlar. Nukleik asitlerin  ve proteinlerin
konformasyonlarinin bozulmasi oksidatif fosforilasyve ozmotik dengede ghn
bozukluklar sonucu hiicrede toksisite gorilir. @mme asirt dozda kadmiyum
alinimi (60-480 pg/g bobrek) bobrekler Uzerinderigahedici etkinin ortaya



citkmasina yol acmaktadir ve etki skarda dahil olmak Uzere tim canlilarda
gorulmektedir. Kadmiyum zehirlenmesingsbanlarak kemik erimesi ve buna ga
hastaliklar da gorulur. Rer taraftan kansizlik, gerin dokilmesi ve koku
duyumunun yitirilmesi de dnemli etkilerdir [21,22Diinya sglk orgutinin 1993
yilinda yaptg siniflandirmaya gore kgun 1. sinif kansorejendir [15]. Kaumun
cogu kemiklerde depolanmasinagnaen beyne, anne karnindaki cenine ve anne
sutine de gecebilmektedir. Bebekler ve cocuklardgiild olan kusun orani,
ilerleyen yala beraber, kyuna maruz kalinmasiyla argostermektedir. Kanda 40
mg/L seviyesini ginca tansiyon artirici etki de ortaya cikarg®itaraftan kronik

kursun alinimi ile sperm sayisi ve morfolojisi de damirr.

Dunya sglik orgatiniin 1995 yilinda yagtisiniflandirmaya gore kgun 2.
sinif kansorejen gruptadir [23]. Kukurtdioksitiiligrde parazit olarak yayan
Diplocarpon rosaeve Sphaerotheca pannostnguslarinin gorilme sikliklarini
azalttpg) saptanmtir [9]. Yapilan camalarda bitki dokularindaga metal birikimi
fazla olursa mineral besin alimi [24], transpirasy@5], fotosentez [26], enzim
aktivitesi [27], nukleik asit yapisi [28], klorofidiyosentezi [29] ve ¢cimlenme [30]
gibi ¢cok sayida olay olumsuz yénde etkilenir. Bualanembranlarda hasar [31],
hormon dengesinin bozulmasi, sukisinin dezsismesi gibi fizyolojik olaylar da
eklenebilir. Yapilan bgka bir calgmada ise @ar metal iyonlarininClivia sp.
bitkisinin polenlerinin ¢imlenmesini ve tip blyunresazaltici etkileri oldgu
rapor edilmgtir [32]. Ozellikle hava kirleticilerinin makroskdy mikroskobik ve
biyokimyasal seviyede bitkilerde vejetatif orgamlénemli derecelerde etkiledi
cok sayida cajma ile tespit edilnsgtir [33, 34, 35, 36]. Fakat kirlilik sadece
vejetatif organlari da&l, ayni zamanda generatif organlar da etkilemaikie
Polenler hava Kkirleticilerinden en cok etkilenenpyarin bainda gelir. Toksik
seviyedeki kirleticilerin polen ¢cimlenmesi ve tupligimi Gzerinde dnemli etkileri
vardir. Kadmiyum, kobalt, bakir, ¢inko, kun, demir ve civa gibi @r metal
iyonlarinin polen cimlenmesi ve tlp bUyumesini diegksi, polen tlpunin
ultrastraktiriin bozdiu cesitli arastiricilar [37, 38, 39, 40, 41] tarafindan rapor
edilmistir. Laboratuvarsartlarinda kokirt dioksitin polen c¢imlenmesini vept

biylumesini engelledi cok sayida ¢caymayla [42, 43, 44, 45] tespit edilgtir.



Yine c¢sitli hava kirleticilerinden hidrojen fluoridler (HRn [46,47], eksoz
gazlarinin [48], asit yamurlarinin [49] ve azot oksitleri (NOx)'nin [50] dsik
bitki polenlerinde gerek cimlenme ve gerekse tupglindesini engellegi rapor
edilmistir.  Yapilan aratirmalarda 0zellikle bakterilerin metallere kar
kromozomal, plazmid ve transpozon kokenli direnckamézmalari geftirmis

olduklar rapor edilntir.

2.5. AGIR METALLERIN HUCREICERISINE TASINIMLARI

Katyonlarin ¢@u benzer biyiiklikte olduklari icin (“MfA Fe?, Cd? Ni*?
Cu™?, zn'? “ hepsi 138-160 pm arasinda giélen caplara sahiptirler) hucreler
genelde alim boyunca, fizyolojik istekleri ile taksmetaller arasinda ayirim
yapmazlar. Metal katyonlarin go, hiicre membranlarindan igeriye 6zgul olmayan
ve hizli kemoosmotik alim sistemleri gairnlarak veya Mg alim sistemi ara@ii
ile tasinir. Bunlar spesifik olmayan geyicilarla olgturulur. Bir toksik metalin
ekstraseliler konsantrasyonu yiksek g@ldvdan dolayr o metal yuksek
konsantrasyonlarda biriktirilebilir. Bu acik kapsei &ir metal toksisitesinin
nedenidir [51, 52, 53, 54].

Oksianyonlar (As@® CrO?%) spesifik olmayan H (Phosohate Inorganic
Transport = inorganik fosfat alimi) ve sulfat alsistemi aracifii ile yapisal ve
yuksek benzerliklerden dolay: alinir.

DusUk dergimlerde, htcreler induklenmimetal taima sistemleri icerir, bu

genelde sinirli kaullar altinda ifade edilir.

2.6 AGIR METALLERIN TOKSIK ETKI MEKANIZMALARI

Metal katyonlar aminoasitlerin iginde bulunan SHigarini bglayabilir,
bu nedenle enzim inhibe olur. Bir benzedilien de, caitli metal katyonlarin
toksisitesinin metalsulfit ¢ozUnugunin Urind oldgu sonucu cikarilabilir.
Ornesin toksisite durumunda; HgS (6,38x1Y), CdS(1,4x13°%), ZnS(2,91x16°).
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Katyonik metal, fizyolojik iyonlarla etkigme girerek toksisiteye etki
yapabilir: Cd%zn" veya C#& ile, Ni** ve Cd? ise Fé? ile, Zn"*da Mg* ile
inhibisyona girerek uygun fizyolojik katyonun fonksnunu durdurabilir.
Oksianyonlar, krom ve arsenat, silfat ve fosfateilkilesime girebilirler [51, 52,
53, 54]. Laboratuvar denemelerindéQmin kanserojen ézeffi tespit edilmitir ve
kanserojen etkinin 6zellikle brersisteminde etkili oldgu bildirilmistir. Krom ile
uzun sureli temas durumunda kimyasal kanserojeKdamatlama yapan ve krom
uretiminde caklan kciler Uzerinde yapilan agmrmalarda, cevherden dikromatlarin
(Cr,0;?) Uretilmesinde ve izolasyonunda gah kcilerde brogit kanserinin artg
tespit edilmgtir. Kanser olgum mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle beraber
Cr®"nin cift-iplikli deoksiriboniikleik asit (DNA) ilebaglandii kabul edilmektedir.
Dolayisiyla, C? gen kopyalanmasini, onarimini  ve duplikasyonunu
degistirmektedir [18].

Gram-negatif bakterilerde, metal katyonlar glutaiy balanabilirler.
Bisglutatyonun molektler oksijenle etkjime girerek bisglutatyonat bilerinin
olusmasinin nedeni, metal katyon ve hidrojen peroksit'Bisglutatyonun
glutatyona geri indirgenmesi icin NADPHsa metal kompleksinin yiuksek oranda

oksidatif stres yapmasi gerekir.

2.7. MIKROBIYAL A GIR METAL DIRENGULIK MEKAN iZMALARI

Insanlar diinya tzerinde baskin bir etken olarak gok organizmanin
evrimine sekil vermgtir. Bazi durumlarda, organizmalarin evrimsel cemdbki
sapmalarin insanlar ve cevresegldaicin anlamlar ¢ok derin olmytur. Hicbir
yerde bu etki, bakterilerin; antibiyotikleregia metallere ve pestisidlere olan
evrimsel yanitindan daha belirgin olmatm [10]. Bakteriler ayni biyokimyasal ve
genetik prensiplere uygun olarak gaken, daha hizli evrimene icin ayirici olan
belirli 6zellikler acisindan ¢ok hicreli okaryatan farkhdirlar. Bakterilerin
sadece Ureme zamanlari kisagilter (Escherichia colnin optimum sartlar
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altindaki duplikasyon suresi 20 dakikadir), aymgeaetik farkliliklari da yiksektir
[55]. Bakterilerdeki direnclilik bicimleri kisacaigelge 2.4’da gosterilngiir.

Cizelge 2.4: Bakterilerde en ¢ok gorulen direnkliiekanizmalari [10].

Degredasyonun ve direncfiln en ¢ok rastlanan bakteriyel mekanizmalari
Ajanin hicre
Ajanin Hedefin Ajanin aktif icine girme | Hucre icinde
Ajanlar inaktivasyonu| modifikasyonu akimi yetenginin ajanin
azaltilmasi tutulmasi

Antibiyotikler X X X X X
Agirmetaller X X X X

Pestisidler X

Metal ihtiva eden cevrelerdeki selektif baskilamnttoksik metallere kar
belli diren¢c mekanizmalarinin ortaya c¢ikmasiniglaaistir[56]. Bu direng
mekanizmalarinin biytk bir kismi plazmid ko6kenlidiBu konuda cagilan
mikroorganizmalar daha colstaphylococcus, E.coli, Pseudomonas aeroginasa
Bacillus tdrlerini kapsamaktadir [57]. DirencliliBacteroides ve Clostridium

turlerinde de civa ve organo civalar icin direnklibildirilmi stir.

Metallere kagi diren¢ mekanizmalari prokaryotik hayatslaaiktan hemen
sonra gekmistir. Cunkd bakterilerin gedtigi ortamlarda metaller her zaman var
olmuslardir [58]. Metal direnclilik mekanizmalari, getikle antibiyotik direng
mekanizmalari ile ikkilendirilmistir [57,59]. Cunki her iki tip direncde
organizmalar arasinda konjugasyon veya transduksiyde transfer
gerceklemektedir. Bazi durumlarda, metal direngiilile antibiyotik direncliligi
ayni plazmid kokenli olabilmektedir. Metal direrigi ise antibiyotik

kullanimindan 6nce rapor edilgtir [58].

Hucre icin besin olarak alinan bazi metaller ytkdeksimlerde oldgunda
ise hiicre icin toksik etkiler yapmaktadir. Ogire kobalt, nikel, bakir ve cinko
bdyledir [58]. Hucre icin gerekli olan bu metaller;

- Pek ¢ok enzimin yapisindaki kofaktorleri glururlar.
- Bazi metaller, hiicrenin oksidasyon- rediksiyisteslerinde kullantlir.
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- Bazi metaller, gen ekspresyonunda ve biyomolekill aktivitesi icin dnemli

gorevler tstlenngierdir.

Bir metalin yukianin veya gerliginin oksidorediiksiyon aracgh ile
degisimi, dizenleme ve direncg icin gereklidir. Bu, hias ylzeyinde elektron
tasima sistemleri ve indirgeyici enzim sistemleri ah@c ile bagarilir ki
bakterilerde metal iyonlarinin hareketini ayarlamaye detoksifiye etmeye izin
verirler. Kromun [CP"] indirgenmesi buna bir érnektir. Bakteriler %y aerobik
ve anaerobiksartlar altinda, elektron gama sistemleri aracgiyla sitokromlarda
tutarak indirgeyebilirler. Bu direng, plazmid veyaomozomun her ikisinden

birindesifrelenmekte ve ggunlukla fakiltatif anaeroplarda bulunmaktadir.

Hucre ici metal konsantrasyonunu diizenlemek icanyal membran tama
mekanizmalariyla gercelgmektedir. Normalsartlarda, gerekli olan ve olmayan
metal iyonlarinin her ikisi de bir organizmaninnigi spesifik olmayan alim
sistemleri aracifyl ile tasinabilir. Fakat ortamda metal iyonlarinin fazlaw@d bir
durumda gerekli olmayan metallere spesifik iyons dlefflux) sistemleri araci
ile o metalin hicre icine alinmasi engellenir. Gérelan fosfatlarin alinimi
sirasinda, zehirli metal olan arsenatigadda birakilmasi buna bir 6rnektir. Hiicre
normal mekanizmalardan yiz kat daha buyuk bir §pesie fosfat alirken, daha
spesifik bir sistemin aracgh ile arsenata kar ayirt edebilir. Dger organizmalar
arsenat (A%] veya Cd" aks pompalari gibi cok daha spesifik bir diizeyde meta

diren¢g mekanizmalari getirebilirler.

Metal iyonlarinin varigl, genlerdeki enzimatik detoksifikasyon 6zellikleri
aracilgl ile metal direnclilgini baslatmay! daha fazla dizenleyebilir [60,61]. En
onemli 6rnek, civa direnclifinde mer operon’undaki Hg direnc kodudur. Civa,
tiyollere son derece affinite gostegoiden dolay! son derece zehirlidir. Enzimlerin
bir kismi ve dger gerekli hiuicresel proteinler icin gerekli olagotieri inaktive
eder. Bakteriler bir diren¢ operonundan kaynaklaganlerin bir grubunun yaya

yava gelismesi aracifiiyla Hof* nin varlgina adapte olabilmektedirler. Bu
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operonun gen Uriinleri sadece “Hgdetoksifiye etmekte etkili @, ayrica

tasinmada ve kendi kendine diizenlenmede de etki&drg3].

Kromozomal ve plazmide dayali temel metal direrickistemleri arasinda
bazi farklar vardir. Temel metal direnclilik sistiem genelde kromozom kdkenlidir
ve plazmid sistemlerinden daha komplekstirgddiorganizmalara hizli biekilde
tasindiklarl icin ve gen Uzerinde ki stana yukuni azalttiklari igin iyon aki
mekanizmalarinin plazmidler tGzerindgitanalari ¢cok buyik bir olasiliktir.

Bir hicre, hiicresel bijenlere hassas korumali metal direng sistemini bir
denemede gslirebilir. Metal giris sinir veya huicresel bienlerin dgisimi
hiicrelerin metallere duyarlgini azaltir. Bir mikroorganizmada direncin boyutunu
birkac¢ faktor belirler. Bunlar; metal alimi icin Znamekanizmalar ve tipleri, her bir
metalin normal metabolizmada oynadrol ve metal direncinin kontrolindeki
plazmidler, kromozomlar veya transpozonlar Uzeringlerlemis genlerin

durumudur.

Metallere direnc iceren alti mekanizmanin @duvarsayilir [56]. Bazi
argtirmacilar intra- ve ekstraselliler ali koymayr rmelizmanin bir tipi olarak
siniflandirirlar. D@gal direng metaller veya hicre membran galderinde
degisiklikler ile etkilesimi 6nlemek icin, hiicresel b§enlerde mutasyonal formlari
alabilirler [56]. Mikroorganizmalar bir veya birkadiren¢ mekanizmasinin bir

kombinasyonuna sahip olabilmektedirler.

Mikroorganizmalarin gegtirdikleri metal direnclilik mekanizmalari;
1) Gecirgenlik bariyeri ile metallerin garida tutulmasi,
2) Metallerin hiicreden g1 dgru aktif transportu (Efflux)
3) Metalin proteine hdanmasi yolu ile hiicre icinde alikonmasi,
4) Ekstraseliler alikonma,
5) Metallerin daha az toksik formlara d@tiirildigli enzimatik detoksifikasyon,

6) Metallerin etki et hiicresel komponentlerin metal hassasiyetinintdzedsi.
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2.7.1 Gegirgenlik Bariyeiile Metallerin Hiicre Dunda Tutulmasi

Hucre duvarinda ya da hiicre zarinda metalgl kar gecirgenlik bariyeri
olusturularak metaller hicre gnda tutulur. Boylece metale hassas hicresel
komponentler korunmwolur. Buna en giizel érnek.colideki CU** direncliligidir.
E.colide bir membran kanal proteini olan porin protefiiten Uretimi
degistirilerek CU"nin hiicreye girgi engellenir [56]. Bu tek bir gen mutasyonu
sonucu membranin metal iyonlarina garpermeabilitesinin azaltiimasi ile
gerceklgmektedir [58]. Dger bir 6rnek, ds membran veya zarf tarafindan spesifik
olmayan metallerin Qganmasidir. Bu o6rnekler Bkayici yerlerin doygunligu
nedeniyle kisith metal koruma @amaktadir. Tamamen ispatlanamasa da bakir
direncliliginin bazi bicimlerinin periplazmik tgayicihk 6zelligi Gzerine kurulu
olduguna inaniimaktadir [64]. @er taraftan mikroorganizmalarin sdylizeyini
kusatan ekstraseltler polisakkarit tabakasi da mgtadlarini absorblayarak hicre
icine girisini engellemektedir [65]. Bu ekzopolisakkarit tabaknin metal iyonlarini
baglayici gruplar vardir. Bu 6zellilKlebsiella aerogones, Pseudomonas putida,
Arthrobacter viscosugibi bakterilerde gosterilngtir. Diger bazi bakterilerdeki
Ccd®* direncliligi de bdyledir. Ekzopolisakkaritten afan bir koruyucu tabaka &d
cOzeltilerindeK. aerogenegirlerinin hassasiyetini diizenlemektedir. Eksti#ise
koruyucu tabakasi olmayan tirlerde de®Ctirikimi ispatlanmstir [66]. K.
aerogonesn ekstraseliler kapsulu kapsulstz formlara bengezhman Cd'un 1
nM'nin girisini engelleyebilmektedir.P. putida etsuyuna eklenen 2,5 mg/L
derisimindeki Cd*un tamamini biglayabilmekte oldgu [65], A.viscous'untiirleri
etsuyuna 100 mg/L Kkatilgh zaman C&'un 30 mg/g'ini biriktirebildgi rapor
edilmistir. Her iki durumda bglayici 6zellik pH'ya bgmlidir ve optimum pH 4-9
arasindadir. Eksopolisakkarit tabaka telia Cd* baslayiciliginda, ekstraselliiler
tabakasi gdam bir mikroorganizma gibi verimli g@dir. Bu koruyucu tabaka,
duyarli hicresel bikenler icin metal iyonlarini tutarak alimi 6nlgdi

gorulmektedir.
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Pseudomonassp.’de bulunan bir operonda kodlagnolan doért genin
CW"nin periplazmik bglayici 6zellginin kodlari oldgu bulunmgtur. Bunlar;
copA, copB, copC, copdlir. Cu?* direncliligi; copA, copBile copC, coplhin
Ozelliklerinin toplaminin eklenmessartiyla s&lanmaktadir. copA ve copC
proteinleri ic ve & membranlar arasinda ve copB ises dnembranda
bulunmaktadir. Bu proteinlerin lokalizasyonu, p&gmik balayici veya
ekstraselliler alikkoyma her ikisinden dolayl dirergpotezini destekler
gorinmektedir.Staphylococcus aureus bazi turlerinde, peniklinaz’'in kodlarini
bulunduran plazmidler, hiicre membrangideni aracilgl ile Cd* gecirgenlgini
engellemede @er metaller kadar iyi diren¢ afturmada ara¢ olabilmektedir. Bu
durum metal iyonlarinin gigini engellemek igin zardaki uyumsalggmler olarak
gorilmektedir. Bu Cdun 0,01-0,1 nM seviyelerinde geneldssigkidiizeyde direnc

olarak gorular [59].
2.7.2 Metallerin Hiicre Bina D@ru Aktif Transportu

Aktif transport ya da akisistemleri metal direnclilik sistemleri arasinda e
yaygin  olan  mekanizmalardir.  Mikroorganizmalar  ikks metalleri
sitoplazmalarindan uzaktarmak icin aktif transport mekanizmasini kullaarr|Bu
mekanizma, kromozomal ya da plazmid kodlu olabHiticre icin gerekli olmayan
metaller hiicreye normal besin transport sistenileralinir, ancak hemen griya
atilir. Bu pompalama sistemleri ATPaz’a ghali yada ATPaz'dan k@amsiz
sistemler olabilir [67]. Bakterilerdeki arsenat, dkaiyum, bakir direnclilikleri
cogunlukla bu tip direncglilik mekanizmalari ile gerdefir. Ornesin arsenat
direncliligi icin ars operonu aracgh ile E.coli (Sekil 2.1) veS.aerou%a; Cd(lll)
diren¢ koducad operonu aracih ile S.aureus, Bacillus spve Listeria spde, veya
Alcaligenes eutrophds eze operonu bulunmyur. PE* direnci zntA aracilg ile
E.colide ve cadAise S.aureusta bulunmygtur. Bu tip direnclilikte kromozomal,
plazmid ya da transpozon kodlu bazi genler rol oyaktadir [58].
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Sekil 2.1:E.colide arsenik’in hiicre dina aktif tginimi [68]

Bakir mikroorganizmalarin @uoi icin gerekli bir besindir, bununla birlikte,
(CU?") serbest iyonik formu yiiksek konsantrasyonlardesifdir. Bu cift etkinin
Isiginda, bakteriler orta seviyelerdeki hicre ic¢i karisasyonlarda yayabilme
yetengindedirler. Pseudomonas syringae pv tomd#obakirin tutulmasi da dahil
diger mekanizmalar tanimlanmasingmeen bakir direnclilik mekanizmalarinin en
iyi calisilani hiicreden bakirin pompalanmasi sistemine dagktadir. (Orngin;
E. coli ve Enterococcus hirea[69]. Bakir direnclilginin baka bir potansiyel

mekanizmasi, kapsulasyon aragiile hiicreden ¢ikarma yoluyla olmaktadir [10].

2.7.3 Metallerin Proteinlere Banarak Hucrdginde Alikonmasi

Hucre ici alikkonma, metallerin birikiminde sitoptaa icindeki gerekli olan
hiicresel bilgimlerin etkilenmesini engellemektedir. Bu mekaniziteagenellikle
Cd*, CU* ve Zrf* metalleri alikonmaktadiSekil 2.2). Bu tip metal direncligine
2 0rnek bulunmaktadir.
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a) Synechococcusnsinde metallothionein Uretimi,

b) Pseudomonasinsinde sistein bakimindan zengin proteinlerigtiami [70].

Baglayict madde

Paolifosfat grandllen

Sekil 2.2 : Bakterilerde cinko direnclinin mekanizmasi; dimembran Gzerinde
ekstraselliler hdama; spesifik ve non-spesifik yollarla alindiktaonra c¢inko
iyonlarinin aks pompasi (P-tipi ATPaz veya Proton antiporterlamacilgl ile

disari aktif tginimi; periplazmik, sitoplazmik proteinler veyagdr polifosfat

granlleri gibi ligandlar aracgi ile alikoyma [71].

Synechococcus denizlerde ygayan bir  Cyanobacteria'dir.  Bu
mikroorganizmadamtAve smtB olmak Uzere iki gen bulunmaktad§ekil 2.3).
BunlardanSmtA Cd™* ve Zrf*'ye baglanan bir metallothioneini kodlamaktadir. Bu
gen yiiksek diizeydeki €d zn** ve Cd* konsantrasyonlarinda indiiklenmektedir.
smtB geni de BitA geninin repressorid olan smtB proteinin dretiimdsm
sorumludur. Bu repressor protein metallothioneinetimini  transkripsiyon

asamasinda durdurmaktadir.
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Sekil 2.3: Synechococcusi smtAve smtBgenleri ve Zn'yi bglamasi [72]

Prokaryotlarda metallothionein Uretimi sadefgenochococcutirlerinde
gorilmektedir. Bu tip metallothionein 6karyotlardaknetallothionein’lerde
bulunanlardan daha az sistein kalintilari icermdikt&mtA’daki metalothionindeki
sistein kalintilari, ¢cok zehirli katyonlar i¢in béizaltici olarak davranabilmektedir.
Son zamanlarda SmtB’nin yapisi belirlegtini SmtB proteini DNA'nin dger
baglayici proteinlerine benzer motifli déner sarmapyabir dimerdir. Yapi analizi
proteinde doért Zf baslayici yer gostermektedir [73]. Metallerin hiicranite
alikonmasina ifkin diger bir 6rnek ddPseudomonas putiddéa gorulmektedir. Bu
bakteri metallothioneinlere benzeyen 3 farkli smstbakimindan zengin protein
uretmektedir. Mycobacterium scrofulaceuda siyah bakir silfat formunun
cokelmesinde alikoyma aragilile hiicre ici birikimi de ispatlanmgtir [64].

2.7.4 Ekstraseliler Alikonma

Bu tip metal direncliginin ©6nceleri sadece bakterilerde ofdu
disinulmiyse de, daha sonralar, maya ve funguslarda da fouitur [74].
Saccharomyces cerevisideki Ni** direncliliginin  bu sekilde oldgu
distinilmektedir.Saccharomyces cerevisiéazla miktarda glutatyon treterekNi
absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Glutatygr anetallere ¢cok yuksek bir affinite
ile baglanmaktadir. Yapilan agarmalar mayalarin metalce zengin besi ortamlarina

ekstraselller glutatyon salgiladiklarini gésterradit Toksik metaller glutatyon ile
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birleserek hiicre membranindan gecememektedir. Benzemékanizmada Cii
direncli mantarlarda gortlmektedir [75]. Bu fungasimetal-okzalat formunda
okzalat bilgikleri salgilamaktadirlar. Mayalar gibi gr organizmalar ve
Citrobacter sp. turleri kalsiyum fosfatin ¢6zinmez kile formlarina direng
gostermektedirler [59]. Maya formlari hidrojen sdilfiiretimi boyunca c¢gli
kompleksler kullanirkerCitrobacter sp. fosfat kullanmaktadiK.aerogenem bir
tura sulfar ¢cikararak sinirli miktardaki metali icalirken, yakininda di¢oktirme
aracilgl ile C* iyonlarini etrafini cevreleyen ortamdan kaldirmetepgini
gostermektedir [65,76].

2.7.5 Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Zararli

Fonksiyonlara Dongitrdlmesi

Tanimlanmg olan bircok bakteriyel @r metal direnclilgi icinde, civa
direngliligi en iyi incelenmg olanidir. Civa gesi bir yayllma alanina sahiptir ve
diger air metal direncliliklerinden farklidir, civa direligmikroorganizmalarin
izole edildikleri yerler ile memelilerin florasi heen hemen aynidir [77]. Civa
direnclilik mekanizmasi icin yapilan cghalarin ¢@u reaktif iyonik Hg*
formundan elementel ve daha az reaktif faymuna detoksifikasyonuna gadir.
Bazi civaya direncli bakteriler civaya gerspektrumlu direncli esas bgiklere
sahiplerdir [77]. Detoksifikasyona ilave olarakyaibilesiklerinin tutulmasi ve
dimetillenmesi ile hicresel gecirgefih azalmasindan dolay! civa iyonlarinin
aliniminin azald@ rapor edilmgtir [78].

Mikroorganizmalarda enzimatik detoksifikasyonun éen 6rnegi civa
direngcliligidir. Bu direnglilik tipi hakkinda dierlerine nazaran ¢ok daha fazla bilgi
mevcuttur. Gerek Gram + gerekse de Gram — bakieeilel"ya kars direnclilik
gosterilmitir [61]. Civa hlicrede enzimlerin ve proteinlerimpylarinda bulunan
tiollere balanarak inaktive olmalari nedeni ile toksik etkiy@hiptir. Bazi
bakterilerde H§ direnclilizi ile ilgili genlerin yer aldgi mer operonu

bulunmaktadir. Bu operon sadece “Hgin detoksifikasyonundan @# ayni
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zamanda transferinden ve direncin ayarlanmasindansarumludur [61,62].
Civanin bulunmagy zamanlarda dizenleyici proteinler icin operon |kod
transkripsiyon dizenlenmesini azaltmaktadirlar. Benler bir periplazmik
baglayici proteinin Uretimini ve membran gantili tsgima proteinlerini de
sifrelemektedirler. Detoksifikasyon icin etrafiniwgeleyen ortamdan periplazmik
baglayici proteinler ve tama proteinleri araci ile Hg*'yi sitoplazmaya

tasimaktadirlar.

Hg?* direncliliginden sorumlu olan mer operonu ayni zamanda
detoksifikasyonda kullanilan 2 enzimi de kodlamdkta Bu enzimler;

organomerkdurial liyaz, merkurik redutaz’dir [61,63]

Organomerkuriyalliyaz sgidaki reaksiyonu katalizlemektedir:
RHg + H" + X = RH + HgX,
Merkdrik redUktaz isgu reaksiyonu katalizlemektedir [61,63]:

Hg(SR), + NADPH+H" = Hg(O) + NADF + 2RSH

Organomerkdriyal liyaz, stabil durumdaki civa-kanbbai Uzerine etki
etmektedir. Enzim kofaktore gerek olmaksizin sistsiilfohidril kalintilarinin
bulundwgu aktif bolgesi ile H§"ye baglanmaktadir. Enzimin triinii civa tiyolattir.
Merkurik rediktaz elektron gayan NADPH’tan flavine hidrid tamay gerektiren
bir yontem ile HG"yi Hg”a (metalik civaya) indirgemektedir [61]. Metalikva
hiicre zari ve etrafini ¢cevreleyen ortam arasinti&eliolarak dsari verilir (Sekil
2.4). Mikroorganizmalarda civa direnci dar spektrwm geng spektrum olmak
Uzere iki kategoride olabilir. Dar spektrumlu orgamalar organomerkuriyal enzim
kodlu genden yoksundurlar ve bu nedenle, bu orgaaarin c¢cgu
organomerkuriyal enzim kodlu dirence sahipgitlerdir. Geng spektrumlu
organizmalar hem enzimleri hem de yuksek oranlaztba iceren bilgiklere
direcliligin her ikisini de icermektedirler. & operonu kapsamli olarak birkac
mikroorganizmanin plazmidlerinde c¢almistir ve be alti genden olgtugu
saptanmytir.
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Sekil 2.4: Gram negatif bakterilerde Hg(ll)'ye enatik detoksifikasyon ile metal
direncliligi [79].

Mer operonunun genleri ilk olarak transpozon mearegzizi kullanan
Tn21'de haritalannstir [62]. Mer genleri farkli bakterilerde farkh piierde
bulunmutur: Shigella flexnethin Tn21 transpozonunda,S.marcesceria
pDU1358 plazmidinde, P.auerginosanin  Tn501 transpozonu Uzerinde
bulunmuytur. Bu mer operonlarinin kalastirlmasinda bunlarin  operatér-
promotor bolgelerinde %95'ten fazla oranda homad@rilmektedir. Benzerlikler
genlerin %85’inden fazlasinda farkli mer operomdaki ortak fonksiyonlarla
bulunmutur [60]. merC ve merB gibi bazi genlerin varh farkli organizmalarin

icinde mer operonlarini dstirebilmektedir.

Mer tasima genleri;merC merT ve merPden meydana gelir. MerC’nin
varhg farkh plazmidlerde da&sir. Tn501 ve pDU1358 sadeceerT ve merPyi
kapsar, ancak Tn21 {¢ genin hepsine sahiptir. Buegeakterilerin icine Hg
tasinimini  yoneten proteinleri kodlamaktadimerT ve merC gen Urlnleri
sitoplazmik zar proteinleridir, ancakmerP gen drunleri ise periplazmik
proteinlerdir. Bu transport proteinlerininglevi delesyonlar (¢ikarma) ve

insersiyonal mutasyonlar (eklemeli mutasyonlar)ceea ile ispatlanmaktadir
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[60,62]. Delesyonlar ve frameshift mutasyonlar Th2@eronunummerT, merPve

merCyi gostermektedir, kmerTve merPtam HG" direnci icin gereklidir [80].

merTnin mutasyonu veya zarar gérmesi ¥iglirencindemerPden daha
blyuk bir azalma olmasi ile sonuclanmaktadir. Bolgre ard arda gelmektedir ve
her biri b&imsiz fonksiyonlara sahip olarak gatiamaktadirlarmerP, peripazmik
boslukta tiyol proteinlerini iceren koruma @arken, sitoplazmik zar bdlgelerinde
Hg?"nin cokeltilerini toplayan bir gérev yapmaktadi8Q]. merT sitoplazmayi
benzer birsekilde koruyabilmektedir. Bu genler operonun birgaasi gibi enzim
kodlu genlerle ikili bir rol oynayabilir. merCnin islevi Hg?"nin tasinimi igin

baglanmak olsa da kawnk kalabilmektedir [80].

Merkdirik rediktaz civa iyonlari icin yuksek spetsfi bir homodimerdir;
ayrica herhangi der metallerle oksitlenmez veya indirgenmemrBde merAnin
ve monomer enzim organomerkdriyal liyazi kodlayamni gaptanngtir. Bu enzim
substratlarin bir ttrd igin, primer, sekonder, itgs alkil merkirik halidler, allil,
vinil ve aril merkirik halidler kadar iyi ve genbir spesifiteye sahiptir. Enzim
merkirik rediktaz’dan daha yaviaareket etmektedir [59].

Mer operonunun en ¢ok cglimis alanimerRgenidir [81, 82, 83, 84, 85,
86]. Bu gen bir merR proteininin Grand araggailiile operonun tamaminin
duizenlenmesini denetlemektedir. Bu protein “Hgn varliginda bir pozitif
regilatdr olarak, Hg'nin yoklugunda bir negatif regiilatér olarak hareket
etmektedir. H§"nin varliginda veya yoklgunda kendi kendini otomatik olarak
ayarlayarak camaktadir. merR proteininer operonunun bdlgesel promotorindn
baglayici yerleri arasindaki kgantiyl s&@lamaktadir. Bu bglanti Hgf"nin varlg
veya yoklgu ile iliskili degildir [82, 87]. Hiicre cevresinde Hgoldusu zaman,
mer proteinini balar [80]. Bir Hf* iyonu merR’nin iki alt Uinitesi arasindaki sistein
rezidulerini merR proteinine, ¢ boyutlu bir biciendallosterik olarak dgsen
baglarla baslamaktadir. H§'nin yoklusundamerRyapisal olarak dgésmemektedir.
merR surekli yer dgistirdiginden dolayi bu allosterik @esiklik iceride merRnin
diyadik balayici yeri DNA'nin yapisal bicimini bozan bir nadeolarak ortaya
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citkmaktadir. Bu yeni dizenleme RNA Polimerazigléwama yolunu acarakner
operonunun ¢gtli gen Urlnlerinin transkripsiyonunu {atir. Bazi argtirmacilar
mer operonu dizenlenmesindagerRnin rolinl belirlemek icin b@ayici bélgede,
insersiyon ve delesyon mutasyonlarinin her ikidenkullanmglardir [86].

Plazmidler  aracin ile As’'nin direncini iceren h&a enzimatik
detoksifikasyon sistemlerB .subtilis, S. aureuge E. colide tespit edilmgtir
[56,88]. Ars operonunurArsC geni As*ten daha zehirli olan intraselliler X%
indirgeyen arsenat reduktazi kodlamaktadi*As's operonundaki der genlerde
bulunan kodlanmgibir aks pompasi aracgh ile kaldirilir. Bu enzim kendi kendine
calsmamaktadir. Bu enzim arsenatli indirgemede kendriride bir b&lama
proteinine ihtiya¢c duymaktadir. Bu glama proteinleri mikroorganizmalar iginde
farkhhk gostermektedir. Orrign: S .aureusa thioredoxin,E. colide glutaredoxin
kullaniimaktadir [88].

2.7.6 Hucresel Komponentlerin Metale Olan Hassdigginin Azaltiimasi

Bazi mikroorganizmalar toksik metallerin  v@rhda, hicresel
kompenentlerin metale olan hassasiyetlerirgigeerek adaptasyon gamaktadir
[58]. Hiucre bunu ya mutasyonlar yolu ile belli bgmpteinlerin hassasiyetlerini
azaltmak sureti ile ya da metal inaktivasyonund#dakdan belli bazi hicresel

komponentlerin Uretimini arttirmak sureti ile geklggtirmektedir.

DNA tamir mekanizmalari plazmid ve genomik DNA ienirli koruma
sgilamaktadir. Bir de mikroorganizmanin Urgiti metal direnclilgi  olan
komponentler veya alternatif yollar, duyarli kompatierden gecen bir 6zellik ile
kendi kendini koruyabilmektedir. Adaptasy@&h colide de bulunmsgtur. Adapte
olmams E. coli Cf'a maruz kaldinda onemli DNA hasarlari aftugu

bildirilmi stir, ayrica ayni organizmalarin alt kilttrlerindeeth¢ gortlmigtar [59].

Cd'ye maruz birakilan organizmalarin biyiime fazinisalkigi rapor

edilmistir. Uygun bir balatici olarak DNA tamir mekanizmasinin, gérevitum
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parcas! olarak lag fazin uzatiimasinda goregalhrsayilmaktadir. Dgal direnc,
toleransin temel bir seviyede olmasina izin veremmal hicreselslevierden

meydana gelebilmektedir [58].

Glutatyon Ad*, Cu*?*, Cdf* ve Hg" gibi metallerden korumasi icin bir
ornek tekil etmektedir [62]. Glutatyon serbest radikalldsaslayarak Ca* ve
Fe"den korumayl sgayabilmektedir [58]. Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerde bulunan direnclilik yetenekleri ararfarkhliklar bulunmaktadir [56].
Cd?"nin varliginda protein sentezi Gram negatif bakterilerde,nGpozitiflerden

cok daha iyidir.

Pseudomonam bir turti Gram pozitif bakterilerin§.aureus, S.faeciune
B.subtili§ protein sentezinin %50 azaidi Cd*"nin konsantrasyonlarinin 5-30
katina kadar direnclilik gostermektedir. Gram pibziirganizmalar E.coli ile
karsilastirildiklarinda 28-30 kez daha fazla Cbaslayabilmektedir [89].

2.8. DRENCLILIGIN GENETIK OZELLIKLERI

2.8.1. Plazmidler ve Transpozonlar

Plazmidler ilk kez bakteri hiicrelerinde esas DNAlekilinin dyinda,
sitoplazmada ¢ok daha kiguk ve sayilargigeen olabilen DNA molekdllerinin
varliklarinin ortaya ¢ikmasiyla bulungtur [90]. Plazmidler genel olarak; bakteri
hiicrelerinde ve bazi 6karyotik hicrelerdegibasiz olarak var olan ve sirkiler
DNA molekdlleri olarak tanimlanrgtir [91]

Plazmidler daima bir ya da daha fazla sayida gerlar ve bu genler konak

hiicre tarafindan gosterilen 6nemli bazi 6zellikerdsorumludurlar. Ormién

kloramfenikol ya da ampisilin gibi antibiyotiklarimoksik konsantrasyonlarinda
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canli kalma yeterig, bakterilerin sahip oldgu plazmidler tarafindan ¢man

antibiyotik direnclilik genlerine b#i bir durumdur [91]

Batun plazmidler replikasyon orjini olarak goreapan en az bir DNA
sekansina sabhiptirler. Boylece plazmidler hicredei bakteri kromozomundan
bagimsiz olarak replikasyon yapabilmektedirler. Bapp plazmidler, bakteri
kromozomuna girerek kendini replike etme yefgne sahiptirler. Bu tip
plazmidlere integratif plazmidler ya da epizomland. Boylece DNA molekdilleri
cok sayida hicre boluinmeleri boyunca stabil bicinmideunurlar fakat bazi

durumlarda bamsiz hale gecebilirler [91].

Plazmidler: konjugatif plazmidler konjugatif olmayan plazmidleolmak
Uzere iki gruba ayrilirlar. Konjugatif plazmidldrakteri hiicreleri arasinda meydana
gelen konjugasyon olay! ile karakterize edilirl&u tip plazmidler konjugasyon
olay! sirasinda bir hiicredengdr hiicreye gecebilirler. Konjugasyon ve plazmid
transferi, konjugatif plazmidler Uzerinde bulunaansfer ya ddra genleri olarak
bilinen bir dizi gen tarafindan kontrol edilir. Bgenler konjugatif olmayan
plazmidlerde bulunmazlar. Ancak konjugatif olmayanplazmid bazi kgullarda,
eger her ikisi de ayni hicre icinde bulunuyorsa, kgatif bir plazmidle birlikte
tasinabilir [91].

Farkl ceit bazi plazmidler, ayni hiicre icinde bulunabiliri®irden fazla
farkl konjugatif plazmid tek bir hiicre icinde bulabilir. AslindaEscherichia coli
hicrelerinin  bir defada yedi farkh plazmidi icegdi bilinmektedir. Farkh
plazmidlerin ayni hicre icinde birlikte bulunabilsn&ompatibiliteya dauyuma
olarak ifade edilir. Eer iki plazmid birbiriyle uygmuyorsa inhkompabilitg,
plazmidlerden biri hizla kaybolur. Bu yizden fanglazmid tipleri birlikte bulunup
bulunmama 0Ozelliklerine goére farkh uymazlik gruplariniibkompabilitegruplar)
olusturmaktadir. Tek bir uywmazhk grubundaki plazmidler genellikle s
sekillerde birbiriyle ilgkilidir. Ancak uywsmazlgin temeli iyi anlailamamstir [91].
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Dogal olusumlu plazmidler icin en kullagh siniflandirma, plazmid genleri
tarafindan kodlanan temel 6zelliklere dayanmaktaBur tip siniflandirmaya goére

plazmidler 5 grup altinda toplanir [91]. Bunlar;

a. Fertilite ya da F' Plazmidleri: Bu plazmidler sadecta genlerini tasirlar ve
plazmidlerin konjugal transferini g@manin o6tesinde herhangi bir 6zellikleri

yoktur. E.colide bulunanF’ plazmidiboyledir.

b. Direnclilik ya da R Plazmidleri: Bu tip plazmidler bulundgu bakteriye,
kloramfenikol, ampisilin ve civa gibi bir ya da dafazla antibakteriyel ajana lkar

direnglilik kazandirir. R plazmidleri klinik mikroyolojide ¢ok 6nemlidir.

c. Col Plazmidleri: Col plazmidleri kolisinler adi verilen ve gir bakteriler
uzerinde 6lduriict etki yapan proteinleri kodlamektaOrnegin E.colide bulunan

Col E1 plazmidbdyledir.

d. Parcalayici Plazmidler: Bu plazmidler toluen ve salisilik asit gibi sirada
olmayan molekdllerin metabolize edilmesi igin kullar. Ornesin Pseudomonas
putidadaki TOL plazmidibu tiptir.

e. Virilens Plazmidler: Bu tip plazmidler bulundgu bakteriye patojenite
kazandirir. Orngin Agrobacterium tumefacietis sahip oldgu Ti plazmidleri

dikotiledon bitkilerde timor okumuna neden olmaktadir.

Plazmidler genellikle bakteriler arasinda yaygindancak dier bazi
organizmalarda da plazmidler bulunmaktadir. Enbiinen eukaryotik plazmid
Saccharomyces cerevisa@ pek ¢ok sgunda bulunar? mikron plazmidletdir
[91].

Transpozonlar; bir bakteri icinde kromozomla veyazmidle bglanms
olarak, kromozom veya plazmid Uzerinde ayni zamakdailikli olarak yer

degistirebilen, c¢aitli antibiyotiklere ve ilaclara kar direnclilikte 6nemli
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fonksiyonlari olan 6zel genler sigan, DNA karakterlerinde cift iplikli lineer

genetik elementlerdir [92].

Transpozonlar, antibiyotiklere direng veya tokénmetimiyle iligkili genler
gibi, genetik saretleri tgidiklarindan kolaylikla tanimlanabilirler. Transpogarin
genomdaki yer dastirmelerinin, homolog rekombinasyon icin gerekie¢A geni
arind) ozel protein bulunmayan mutant bakteriledke meydana gelebilgli
bulunmutur. Bilesik elementler olan transpozonlarin boylari gen&dliRO00 baz
ciftinden daha fazladir, iki uclarinda boylarigdégen olabilen, ayni yonli yada
cogunlukla ters yonli konumlanmitekrarlanan nikleotid dizileriyle sonlanirlar
[90].

Degisik arsstiricilar tarafindan gercelgderilen calsmalarla, transpozonlarda
cok sayida antibiyoge direnc 6zelfiini tastyan genlerin yani sira toksik civall
bilesiklere kag! direng, bakteriyel toksin sentezekerleri parcalama kapasitesi gibi
diger bazi karakterletifreleyen genlerin de bulunabilglisaptanmy ve bu genlerin
de yer dgistirme yetenekleri gosterilmgtir. Transpozonlar tim organizmalarda
bulunabilmektedir. Okaryotlardaki transpozonlaraek olarak,S.cerevisiageki
Ty elementleri, Drosophilddaki copia elementleri ve hatta oOkaryotik bir ¢ok
turdeki retrovirisler verilebilir [90].

Antibiyotik ve &ir metal direncliliklerinin ¢cgunun kasilastirmasi
genellikle bir operonda kimelengnibirlikte transkripte olabilen,slievsel olarak
baglantili bir cok genlerle yapiimaktadir. Bunlar naicle metal bglama, taima,
cikartma veya detoksifikasyon fonksiyonlarinin tefimesinde oldgu gibi cok
kicuk bir dizenleyici gen icerirler. Karakterizeileds civa direnclilik genlerinin
cogu (genelde mer genleri olarak adlandinlirlar) pted kdkenlidir. Bununla
birlikte, homolog kromozomal genlerin @onlugu gram-pozitif olan bazi
bakterilerde bulunmygiur. Mer direnclilik genlerinin bir ¢gu transpozonlar
Uzerinde de tespit edilgtir [10].
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Karakterize edilmgi civa direnclilgi kodlu genler, civanin detoksifikasyonu
ve tainmasini kodlayan genlerde offlu gibi, operonlarda bulunmaktadir.
Direncliligin temel genetik yapisi korunmuolmasina rgmen, genlerin
regulasyonu ve duzenig#ilik gostermektedir [92]. Gram-negatif baktentke mer
operonlarinin organizasyonlari birkac istisngirdla ¢ok iyi korunmgtur. Analiz
edilen az sayidaki gram pozitif bakteri de niklgotiizeyinde cok buylk
farkhliklar oldugu gordlmugtir [10]. Bazi turlerde bakir direncliinin genetgi,
civa direncliligi kadar iyi anlailamamsg olmasina rgmen, operonlar igindeki
genler tanimlanmgtir (6rnesin; E.coli, Enterococcus hirea Pseudomonas
syringag. Bu genler regulasyon, pompa sistemi ve bakfldma sistemleri ile

yakindan ilgilidir.

E.coli icin bakirin toksik seviyelerinde plazmid genlémifionksiyonlarinin
aktif oldugu bildirilmistir. Ayrica bakirin dgik seviyelerinin bulundgu cevrelerde
normal metabolizmaya ait kromozomal genlerin fopéslari da bildirilmitir [93].
Diger bakir operonlari, ger plazmidler (6rngn; P. syringa@ ve kromozomlark.

hirae) Gzerinde bulunmgiur.

Genlerin yapisi, segici baskilargigigi zaman bu 6zelliklerin gelecekleri
icin degisik anlamlara sahip olabilmektedir. Secici baskinbulunmadgi
durumlarda, 6nemli hiicresel fonksiyonlari yapan lg@gm desisiklige usrams
turleri olan direnclilik o6zellikleri genomdan kaylmaus olamazlar. Sadece
plazmidler Uzerindeki direnclilik kodlu olan genletaha kolay birsekilde
kaybolabilmektedir [10].

2.9. GEN TRANSFER

Dogada bakteriyel genlerin horizontal transferini kddatiran bir cok
mekanizma bilinmektedir. Bu mekanizmalar; transpgzkonjugatif transpozon,
integron, plazmidler ve transformasyon argcille gen taima mekanizmalaridir

(Cizelge 2.5). Plazmidler ve transpozonlar argcile transfer belgelenrtir. Gen
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transferi bir bakteriyel tir icinde veya yakirskili tirler arasinda sinirh g@dir.
Transpozonlar ve plazmidler Gizerinde olan bir ¢cgk eetal direnclilik genleri ve
degradasyondan sorumlu genler horizontal gen tansé iligkili bir role sahip
olabilir. Direnclilik veya degredasyon 0zelliklenn tirt, genomik lokasyonlari
tarafindan belirlendi icin, horizontal gen transferi ara@ilyla yayilma yetenekleri

desismektedir.

Civa direnclilik plazmidlerinin transferi bazin situ calsmalarda
ispatlanmgtir. mer genleri karakterize edilmibir verici syta, transfer ortaya
cikariimstir [94]. Ayrica transfer dgal izolatlardan mer genleri icin alici olarak rol
alan bir sgta da ortaya cikarilngir [95]. Dogal cevre calbmalarinda, farkli genetik
yapilarda mer genleri ayni plazmidler tGzerinde boiutur [96].

Transpozonlar ile mer genlerinin arasindakirligi, rekombinasyon ve gen
transferinden bga yollarla da olabilmektedir [10]. Taksonomik agmdbirbirine
yakin olmayan bakteriler arasindaki gdgm potansiyeli belirgin birsekilde
mevcuttur. Gram-negatif ve Gram-pozitif irklardakigal izolatlardan izole edilen
merR genlerinin filogenetik analizi ve operon yapiénemli farkliliklar
gostermektedir [10]. Gen transferindesitle engellerin var oldgu ¢ok fazla
gosterilemenmtir.

Pseudomonasve Xanthomonas turleri arasinda bakir direncfinin
transferini belirleyen etkenler, genlerinin dnerbénzerliklerinden dolay! olgiw
bildirilmistir. Ayrica, P. syringae genleri kromozomal homologlara sahip
gorunirken, Xanthomonasturleri icinde hicbirinde kromozomal homologlar
bulunamamytir. Bu sebepten dolafgseudomonakaynak olarak gdsterilmektedir
[97].

ABD’'de armut fidanlklarindan izole edilenP.syringae sularinin

kullanildigi bir calsmada dgal cevrede bakir direncldi genleri tgiyan bir

plazmidin transfer edildi rapor edilmgtir. Calisilan bakterilerin ¢gunda

30



direnclilik ve degredasyon 06zelliklerinin gen tréers ispatlanmgtir. Baslica

transfer mekanizmalari plazmidler ve transpozomtddd].

Cizelge 2.5: Dgada bulunan ve bilinen bakteriyel gen transfer medaalari ve
onlar etkiliyken 0zellikleri [10].

Transformasyon

-Ciplak DNA’nin alinimi; DNA homolog rekombinasyanl
aracilgi ile birlesir.

-Yakin iliskili tarlerle sinirli.

-Dogal olarak yetenekli bakterilerdnda nadiren gorulur.

Plazmidler

(A, M, P)

-Alici ve verici bakteri arasinda transfer ediléstea
kromozomal genetik elementler.

-Ozel olarak kopyasini yapabilme yetgne

-Bazilari kromozom igine entegre olabilme yetgndedir.
-Bazilari Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterileasinda
bile gdmulu bir bigimde transfer olabi

Konjugatif-

Transpozonlar
(A, M, P)

-Kendi transferine aracilik eden bir kisigifrelemekte;
Grarmr-negatif ve Gram-pozitif her ikisinde de bulunmakta
-Enzim kodlu bir karakter kullanarak plazmidlerdeya
kromozomlarda cikabilen ve girebilen genetik eletie
-Genellikle baka bir yere kopya yeriirme 6zellgi;
bozulmamg orjinal elementin ayrilmasi ve yer ggtirme
prosesi esnasinda kopyalan

-Kromozom ve plazmidler arasinda veya plazmidlasarda
gen transferine yol acan, kesme/ekleme esnasigdaggnlel
mobilize olabilir

Konjugatif
Transpozonlar

(A)

-Konjugatif aparatli genetik elementler: Gram-pifizitden
bulunan ve Gra-negatiflere transfer olabilen.

-Konjugatif plazmidlere benzer fakat sadece kronmozo
Uzerinde bulunan ve kendi kendine replike olma ryedie
olmayan

- Kopyalanmamy hedef sekans denetiminde non-konjugat
transpozonlardan farkl yer gigtirme mekanizmas

Integronlar
icinde
kasetler (A)

-Bazi Gram-negatif bakterilerde bulunan transfeewyesi
olan genetik elementle

-Kendi kendine mobilize olma yetefismlmayan ayri genetik
Uniteler ve mobilize integronlar iceren sistemler.

-Bazi integronlar ayni zamanda genom iginde hareket

edebilir; dgerleri aktif transpozon i¢inde bulun

A, antibiyotik; H, &ir metaller; P, Pestisidler

2.10. DRENCLERIN KOKENLERI

—

Agir metal direnclilgi insanin aracilik et secilimin bir sonucu olarak son

yillarda artmaya bgamis eski

karakterler olabilirler. Civa direnghii 6n
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calismalarinda homologner genlerindeki 6nemli sekans farkliliklari Gram-niga
ve Gram-pozitif bakteriler arasindaki farkliliklakanit olarak ileri strtlmgitr
[98]. Bazi mer genleri ile ger fonksiyonel ve dizenleyici genler arasindaki
benzerlikler dikkati cekmektedirislevini kaybetm§ potansiyel mer genleri
Haemophilus influenz&a tanimlanmygtir [99]. E. coli ve P. Syringa&le bakir
direnclilik genlerinin kromozomal homologlarininlbomamasi, bu tirlerde direng
genlerin kromozomal genlerden evrigree olasilginin ¢ok digik oldusunu
gostermektedir. Mer genlerine benzer olan bakierdililik genlerinin eski bir
kokene sahip olduklar belirtiimektedir [100]. Sekave gen organizasyonundaki
farklar uzun bir ayrilma zamanini belirtirkek,. coli ve P. syringae genleri

arasindaki benzerlik ortak bir kokenaret etmektedir.

Direnclilik ve degredasyon yeteneklerinin birggaun eski kbkenlere sahip
oldugu homolog genler arasindaki farkliliklarla ve paledojik kanitlarla da
desteklenmektedir. Bu direnclilik 6zelliklerin gra insanin  sanayiknesinin
bakteriler tGizerindeki secilime etkileri ile ilgihipotezi desteklemektedir. Bununla
birlikte, son glunlerde gen transferininger 6zelliklerin kdkenlerini aciklagina

inaniimaktadir [10].

2.11. AGIR METAL DIRENCLILIGININ SEQLIMI VE TRANSFER

Bakteriyel diren¢ ve degredasyon 6zelliklerinisanin etkisi ile secilimi ve
yaytlimi iki yolla olabilmektedir. Birincisi, bu geerin insan aktiviteleri aracgiyla
secilmg olmasi, ikinci ise bu genler insanlarin,sige tasitlarin ve gyalarin

hareketleri ile cgrafik olarak tainmasidir [10].

Agir metaller; madencilik, endustri ve tarimda OXédi antibiyotiklerin
yerine siklikla kullanilarak insan aktiviteleriylgevreye ve dinyaya yayilgtir.
Bakterilerde civa direnclilikleri; topraklarda, setentlerde, tath sularda ve deniz
ortamlarinda oldukca gencapta yayilmgtir. Ozdg mer sekanslari farkl goafik
alanlardaki populasyonlardan izole editini [78]. Ozde sekanslari kapsayarak

bakterilerin veya mer genlerinin hareketinin vadwgu belirtimektedir. Son
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bulgular Gram-negatif bakterilerin ¢cok kicik birskunda dinya capinda civa
direncliliginin baskin oldguna karet etmektedir [100]. Bakir direncfli olan
bakteriler; hastalik etkeni mikroplari kontrol etmegin bakir ile glem yapan
fabrikalardan, bir besin maddesine eklemeler yapmakbakir stlfat kullanilm
tarimsal artiklardan ve metallerle kirlesmyerlerden izole edilngtir [100].
Kaliforniya, Florida ve Oklahoma'dan i bdlgelerden izole edilen X.
campestris pv. vesicatorianin direncli sglarinda bakir genlerinde tiurg,
Xanthomonas campestiis sularinda bakir direncliii seyrek olmasina gaen
gosterilmitir [97]. Kirli fabrika materyallerinin uzun mesdfetasinimi bakira

direncli bakterilerin yayilmasindan sorumlu olabé@ bildirilmi stir [100].

zamanlarda insan kaynakli secilim icin bazi kanitlaulunmytur. Civa
konsantrasyonu ile mer genlerinin frekansi arasweldazolatlarda bulunan civa
direncgli fenotipler arasinda guclu pozitif birshi oldugu bilinmektedir [102].
Bacillus suslarindaki civa direngli izolatlarin gunlugu buyuk olgekli metil civa
zehirlenmesinin oldgu Japonya'daki Minimata Korfeziinden izole editni
[103]. Bu bolgede @r metaller aracifii ile olusan secilimin bir sonucu olarak
bakteriyel yayllmanin oldtu goralmigtar [78]. Civa direnclilgi  bulunan
operonlardakirfierQ genlerden birinin kirli cevrelerle ilgili oldiu rapor edilmgtir
[78, 92]. Civanin cevresel kaynaklara yayllmasibiidikte, insan barsak sistemide
bakterilerin civa’'ya maruz kalmasi icin buyidk biaykak olgturmustur. Dis
dolgularinda %50 metalik civa iceren bir metal kam materyal kullaniimaktadir.
Dis fircalama veya @neme sonucunda insanlardaki bu metal skah dis
dolgularindan yakkak olarak ginde 10ug civa emilmektedir. Yapilan bir
calismada metal kagiml dis dolgularinin yerlgtiriimesinden sonra maymunlarin
organlarinda civanin yiksek konsantrasyonlarinirinmakasyonu ve civa'ya
direncli bakterilerin dizeylerindeki yuksek artspatlanmgtir [104]. Dgzada bakir
direncliligi icin secilim ispatlanmtir. Bes yildan fazla siren bir periyotta icinde
bakir bulunan domuz kaynakli gubrelerle yapilanrgldme sonucunda toprakta,
bakira direncli aerobik bakterilerde 10 kat ile QORat arasinda astioldugu
gozlenmgtir [105].

33



Agir metal direnclilikleri ve pestisid degredasyorefiikleri hakkinda daha
az sey bilinirken, bu 6zelliklerin plazmidler Gzerindee cgrafik agidan gesi
alanlara yayilmalari, onlarin transfer olabildikteigostermektedir.

2.12. AGIR METAL DIRENGLILIGI, ANTIBIYOTIK DIRENGLILIGI
VE PESTISID DEGREDASYONU OZELIGI KARAKTERLERI ARASINDAK]
ETKILESIMLER

Bircok bakteride bazi antibiyotiklere kadirenclilik tespit edilmgtir. Bazi
direnclilik genlerinin kodlari bir kez ayni transmm, integron veya plazmid
Uzerinde bulunmaya Bladigi zaman, birlikte transfer olabilmektedirler. Ayni
zamanda bakterilerin bir ganda &ir metal direnclilik genlerinin plazmidler
Uzerinde kodlanmgiolarak bulunduklari bilinmektedir. Bunlardan em ¢galisiimis
olanlari; nikel, kobalt, ¢cinko, krom, civa, telleny, kadmiyum, bakir ve kgun
direnglilikleri bulunduran 150 kb'in tzerinde ikiegaplazmid tgayan Alcaligenes
eutrophussularidir [106]. Alcaligenesturlerindeki dger ggir metal direnclilikleri
bakir direnclilgi birlikte bulunmasina g@men P. syringaeve E. coli de bakir
direncliligi diger gir metal direnclilikleri ile birlemis olarak bulunamangtir
[107].

Antibiyotik ve gir metal direnclilikleri arasindaki benzerlikler& elarak,
direncin iki tipi birlikte bulunabilmektedir. Bir &; bakteriyel turin Kklinik
izolatlarinda civa direncligi, antibiyotik direngliligi ile birlikte tespit edilmgtir.
Staphylococcus aureu@IRSA)'da metisilin kodlu genler civa ve kadmiywta’
oldugu gibi diger antibiyotiklerin birkagina diren¢ gostekdrapor edilmstir [108].
Insan florasinda bulunan bakterilerde ¢zellikle d@-metal kagiml dolgulardan
dolayr  antibiyotik direnglilgi icin civa direngliligi  secici  olarak

kullanilabilmektedir.

Insansi olmayan primatlarda yapilan gahlarda civa-metal kaimli

dolgularin yerlgtiriimesinden sonra antibiyotik direncliinin ve ayni bakteriyel
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gruplardaki ayni konjugatif plazmidler Uzerinde Umén civa ve antibiyotik
direncliliklerinin artmg oldugu bildirilmistir [66]. Maymunlarin ve insanlarin
bakteriyel floralarinin incelengi bir calismada, antibiyotik direncliliklerinin
civa'ya direncli sglarda civa'ya duyarlilardan daha yiksek frekanslaoddigu

rapor edilmgtir [109]. Yapilan bgka bir calsmada, civaya direncli toprak
bakterilerinin ¢gunun en az bir antibiygie kagida direncli oldgu tespit

edilmistir [110].

Benzersekilde fitopatojenikP. syringa&le streptomisin direnclgi kodlu
transpozonun Uzerinde bakir direngjilkodlu sekanslar birlikte bulunmgtur. Bu
durum muhtemelen kalttr bitkilerinin patojenlerirkontroll igin streptomisinin ve
civanin kullanimiyla ilgili oldgu disintlmektedir [111]. Domuz besininde bir
katki maddesi olarak kullanilan bakirin  yiksek larigasyonlarinin
kloramfenikole direncli E.colinin secilimini destekledi goralmdstar [112].
Pestisid degredasyon Ozelliklerinin de siklikiarametal direnclilik genleri gibi
ayni plazmidler tzerinde birlikte bir bakteriyels§a bulunabilmektedir ( 6rign
2,4-D genleri) [113] .

Fiziksel baglantilar yoluyla transfer olabilen genetik Ogelerirzerinde
bulunan direnclilik 6zellikleri arasindaki benz&hbrin biyik bir kismi tespit
edilmistir. Antibiyotik direnclilikleri; agir metal direnclilgi ve pestisid degredasyon
Ozellikleri arasindaki benzerlikler tespit ediktni [50]. Agir metal direncliliklerinin
pestisid degredasyon o6zellikleri ile birliktede tadlyzu bildirilmistir. Bu durum,
bir 6zellik icin secilimin dger dzelliklerin secilimini de zorunlu kiliyor oldbcesi

anlamina gelmektedir.

2.13.PSEUDOMONASSENUS’UNUN GENEL OZELLKLERI

Pseudomondar comak seklinde bir yapiya sahip olup, tirlerinin @o
hareketlidir. Hareketli olanlarda hareket monotrieya lofotrik flagellerle
olmaktadir. Yeilimsi-mavi bir pigmente sahiptirler. Kati ortamitr 24 saatte

yaklasik olarak 5 mm capta, konveks, tire goresiglen Ozel renkte, aromatik
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kokulu koloniler olgtururlar. Pseudomondsrin literatirde 84 tlrlne
rastlanmaktadir. Bu tlrlerin hepsi de Gram-negdatifBu turlerin ¢gu fluoresan
pigment sentezlerler. Bazi turler bu sarimtirakilypigmente ek olarak der
renklerde bazi pigmentleri de sentezlerler. @mePseudomonas aeruginosa

cbzlinebilen ve rengi mavi olan bir pigment dahdesder [114]

Pigmentasyon genusun genel o6zelliklerinden biridincak bazi tirler
pigmentasyon gostermezlePseudomonagarin en c¢ok bilinen pigmentleri;
piyoverdin ve piyosiyanin’dir. Piyosiyanin’in yapisyi bilinirken, piyoverdinler
sadece kismen karakterize edileidir. Floresan pigmentler ganlukla diguk
demir icerikli besiyerlerinde uretilirler. Floresgigmentler ultraviyolestk altinda,
beyazdan maviye gou desisir [115].

Pseudomonagyenusu tirleri katalaz pozitif olup, bazi tirlensanlar,
hayvanlar ve bitkilerde patojendir. Pek c¢ok turnidt besin kgullarinda
gelistiginde buyuk miktarlarda B-hidroksibutirat biriktirirler. Pseudomonas
turlerinin hicre duvarlari Gram-negatif bakterderbenzerdir. Ancak kimyasal
kompozisyonunda dnemli farkliliklar bulunabilmekitedEn ¢cok caliimis olan tir

Pseudomonas aerugindda [115].

Pseudomonas genusunu  olgturan  tdrlerin  buydk  ggunlugu
kemoorganotrofik olup, bazilari fakultatif kemotitof'tur. H, ve CQ’i enerji
kayna olarak kullanabilmektedirler. Pek c¢oRseudomonastiiri, amonyum
iyonlari veya nitrat ile tek karbon ve enerji kagnalarak organik bir bilgk iceren
mineral besiyerlerinde geébilmektedirler. Sadece birkac tur ilave organiktdae
ihtiyac duyarlar. Tek bir karbon biligi iceren ¢ok basit bir mineral besiyerinde

gelisme kapasitesPseudomonadsir icin temel bir beslenme karaktergtir [115].

Pseudomondsarin genetsi, bakteriyel genetikcilerin dikkatlerini Gizerlegn
cekmektedir. Bunun nedenleri ¢coksite habitatlarda ygayabilmeleri, biyolojik ve
tibbi 6nemleri, besinsel ve biyokimyasal becerilee laboratuarda kalttrinin

olusturulmasi icin ¢ok basit kaollara gereksinim duymasidir [115].
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Plazmidler,  Pseudomondsrin genetik yapilarinin onemli
komponentleridirler. Bu plazmidlerden bazilari; tilée faktorii olarak, bazilar
cesitli ajanlara kagl direng kazandirarak, bazilari ise genus lyeleratsiimadik
karbon kaynaklarini kullanma kapasitelerini kazalamai ve bazilarn da el
agirmetallere diren¢ kazanmalaringksyarak etkili olmaktadirlaf?seudomonas
plazmidlerini, plazmidlerin ayni  hicrede bulunakelerini ifade eden
uyumluluk/kompabilite 6zelfiine dayali olarak siniflandirilmasi daha uygun
olacaktir. Belli bali Pseudomonassularinda pek cok ailmadik bilsigi
parcalama yete@eplazmidler Uzerinde tanmaktadir [116].

Bakteriosinler; bazi bakterilerin gari tarafindan Uretilen, ayni taringdr
swlar tzerinde letal etki gosteren proteinlerdir. kiamiyosinler, Pseudomonas
swlarinda siklikla bulunmaktadir. Antibiyotik duydr§ii; pek cokPseudomonas
turd bircok antibakteriyel ajana kardirenclilige sahiptirler. Antibiyotik ve ilag
duyarliligl pratikte yeni turlerin taninmasinda da 6nem amze&tedir [115].

2.14.BACILLUS GENUS'UNUN GENEL OZELLUKLERI

Bacillus genusu uyeleri comakseklinde bakterilerdir. Mikroskopla
incelendiklerinde tek tek veya galma esnasinda birbirlerine yay
kaldiklarindan zincir halinde gorulebilirler. Fldige comakseklindeki hiicrelerin
cevresinde yer alirlaBacillus tirlerinde ceperin ginda gercek bir kapsule de
rastlanabilir. Bu kapsulin kimyasal yapisini pgbip@ler olwturur. Spor veren
Bacillus turlerinin spor ¢imlenmesi esnasinda protoplaspar dgina cikabilmesi,
ceperde bir aciklin olusmasi ile mumkunddr. NitekinBacillus cereusiizerinde
yapilan bir argtirma, bu tdrin hicrelerinde c¢eperi sindirebilenzieteri
cikarabildikleri tespit edilmstir. Bu enzimlerin déer bir ¢cok turiin ¢ceperlerini de

sindirdikleri ayrica tespit edilrgiir.

Aerobik, spor veremacillus turleri sporursekli ve sporun icinde meydana

geldigi hiicre ile olan durumuna gore (¢ grupta toplanirldyeleri arasinda
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B.megaterium B.mycoidesve B.subtilis gibi turlerin yer aldi 1. grupta sporu
meydana getiren vejetatif hiicre spor meydana gegiriherhangi bir buyiime veya
sisme gostermez ve hicre iginde @o sporurgekli ovaldir. Bacillus polymyxanin
ornekolyturdusu 2. grupta, sposekli yine ovaldir. Fakat vejetatif hiicre icinde
olusan sporun gegligi hiicrenin ¢capindan daha buydktir. Bu sebeple higorde
sporun bulundgu kisimsiskince durur.Bacillus pasteurinin guzel bir érngini
bulunduran 3. grupta ise speekli diger iki gruptan farkh olarak kuresel olup,
capca da icinde bulungdu vejetatif hiicrenin capindan daha buyikttr. Bipgrula
2. grup ta oldgu gibi sporun hticre icinde bulunglukisimsiskince goranar [114].

Bacillus tdrlerinin  geneli kendi bunyelerinde B  vitaminlari
sentezleyemezler. Ureme ve gele icin ihtiyaci olan bu vitaminleri bulunduklari
ortamdan alirlar. Bazi tlrler hayatsal faaliyetierdevam ettirmek icin bazi
aminoasitleri veya hem aminoasitlere ve hem det8minlerine ihtiya¢ duyarlar.
Bu bakimdarBacillustirlerini icinde bir tek organik madde bulundurameral bir
ortamda Uretmek mumkin gdir. Onlar ancak mutlaka ihtiya¢ duyduklari
yukarda bahsedilen maddeleri onlara verebilen; malatakti, pepton gibi

maddeleri bulunduran kompleks ortamlarda treyeéil{i14].

Genelde Bacillus turleri aeroptur, anaerobik olanlarsekerlerin
fermantasyonu ve denitrifikasyon sonucundaatuenerjiden yararlanarak trerler.
Bacillustirleri Gram-pozitif olup katalaz enzimine sahilgi. BaziBacillus turleri
yiiksek Isiya dayaniklidir. Orgi@ Bacillus stearotthermophilué® C'de normal
olarak buylyebilen bir tardir. Fak8acillus turlerinin geneli mezofil olup, orta

derecede bir isiya ihtiyac gosterirler [114].

Bazi Bacillus turleri toprakta bulunur ve saprofitik bir hayairgurdrler.
Bunlar arasind®acillus brevisbir antibiyotik ¢ginin agiimasinda 6énemli yer alir.
Toprakta ¢ok gorilen vBacillus’un tip tirt olanBacillus subtilisdden de subtilin
antibiyotigi elde edilir. Bu antibiyotik de yine bazi Gram-jitdzbakterilere kasi
etkilidir [114].
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Bacillus turleri sporlu olduklarindan isiya dayaniklidirldiopraktan izole
etmek istediinden toprak parcasi ¢nce °80de 5-10 dakika tutulmak suretiyle
toprakta bulunan sporsuzgér turler elimine edilir. Daha sonrada aeroksltlar
altinda kulttr yapilaraBacillus tirleri izole edilir. D@ada sayisi ¢ok az da olsa
patojenik Bacillus tarleri de vardir. Bunlar arasind®acillus antracis en
onemlisidir. Bu basil genellikle hayvanlardarbon hastagina sebep olur, fakat

bazen insanda da ayni hagiadiolusmasina neden olabilir [114].

2.15. ADSORB$YON

Adsorbsiyon, akkan fazda ¢ozinmuhaldeki belirli bilgenlerin bir kati
adsorbent ylzeyine tutunmasina (transferine) dayaedaz yilizeyinde gorilen bir
ayirma yontemidir. Kati matriks yuzeyinde bulungorilar, cekim kuvvetlerince
dengelennsitir. Ancak kati ylzeyindeki atomlarin dengelenmgnkiuvvetleri,
cOzeltideki maddeleri kati yluzeyine cekerler veeggiikuvvetleri dengelenmiolur.
Bu sekilde c¢ozeltideki maddelerin kati ylzeyine adsiygsu gerceklgir. Kati
yluzeyinde tutunma slleminin gerceklgebilmesi icin, ¢6zUnmi maddenin
cOzeltiden uzakkiriimasi, ¢ézicunin katl yizeyden uzakl@dmasi ve ¢cozinmyi
maddenin ylzeye tutunmasi gerekmektedir. Ylzeyené&unt madde adsorblanan,
yuzeyinde tutunmanin gerceklgi madde ise adsorbent olarak adlandirlir [117,
118].

Gunumuzde adsorbsiyon, bir ¢ok gab fiziksel, kimyasal ve biyolojik
islemde 6nem tamaktadir. Ayrica adsorbsiyon prosesi, atik sulardaganik ve
kimyasal kirleticilerin uygun bir kat1 ylizey Utzeeitiutularak giderilmeskieminde
de siklikla kullaniimaktadir [11].

2.15.1. Adsorpsiyonun Siniflandiriimasi

Adsorblayan madde vyizeyi ile adsorplanan kimyemalsindaki cekim

kuvvetlerine bglh olarak gerceklgen (g tir adsorbsiyoglemi tanimlanmaktadir.
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2.15.1.1. Fiziksel adsorbsiyon

Kati yuzey ile adsorblanan madde molekulleri axdaki ¢cekim kuvvetleri
sonucu olgan adsorbsiyon olayidir. Adsorbsiyon sonucugugma enerjisinden
biraz fazla 1s1 aga cikar. Adsorbsiyon isisi 4 kcal/mol (20 kJ/madpddigik
etkilesimler sonundaki tutunmalara fiziksel adsorbsiyonide-iziksel adsorbsiyon
sirasinda atom, molekil ya da iygeklindeki adsorblanan tanecikler ile kati ylzeyi
arasinda uzun mesafeli, fakat zayif olan van Dealg/gekim kuvvetleri etkindir.

Fiziksel adsorbsiyonda gaz ya da sivi molekulierkati yuzeyine van Der
Waals kuvvetleriyle tutunmasi c¢ok tabakali olabkteelir. Tdm fiziksel
adsorbsiyonlar ekzotermiktir. Adsorblayan-adsorafanikilisinin tirtine bah
olmayan fiziksel adsobsiyon tersinir bir olaydirany adsorbsiyon meydana
geldikten sonra desorpsiyon da meydana gelir. sURU sicakliklarda

gerceklgtiginden, sicaklik arttikca adsorbsiyon hizi azalir91120, 121].

2.15.1.2. Kimyasal adsorbsiyon

Adsorblanan madde ile kati yuzey arasindaki fordesel gruplarin
kimyasal etkilgimi ile olusan adsorbsiyondur. Adsorbsiyon sirasind&agikan
IsI tepkime isisindan daha buytktir. Kimyasal datfigon sirasinda tanecikler ile
ylzey arasinda bir kimyasal palusmaktadir. Bu bg genellikle kovalent bzdir.
Cogu kimyasal adsorbsiyonlar ekzotermik ofdu halde hidrojen gazinin cam
Uzerinde tutulmasi gibi bazi kimyasal adsorbsiyoatalotermik olabilmektedir.

Kimyasal adsorbsiyon yalnizca tek tabakall olagdrceklemektedir.
Adsorblanan-adsorblayan ikilisinin tiriine gha olan kimyasal adsorbsiyon,
tersinmez bir olaydir. Yuksek sicakliklarda geregtkginden, sicaklik arttikga
adsorbsiyon hizi da artar [119, 121, 122].
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2.15.1.3Iyonik adsorbsiyon

Elektrostatik cekim kuvvetlerinin etkisi ile iyan ylzeydeki yuklu
bdlgelere tutunmaktadir. Burada adsorbsiyon ileoddananin iyonik gugleri
onemlidir.Iyonlar g yikll ise daha kiigiik olan tercihli olarak yizeyeikur [121].

2.15.2. Adsorbsiyonu etkileyen faktorler

Adsorbsiyonu etkileyen en énemli faktorler ortard’lp ortam sicakigl,
adsorbent ve adsorblananinslbagic degimi, karistirma hizi, adsorblanan madde

ve adsorbentin 6zellikleridir.

a) Ortam pH'1: Hidronyum ve hidroksil iyonlart  kuetle
adsorplandiklarindan dolayr gdir iyonlarin adsorbsiyonu c¢o6zelti pH’'indan
etkilenir. Ayrica asidik ya da bazik bgi&lerin iyonizasyon dereceleri de
adsorbsiyonu etkiler.

b) Sicaklik: Adsorbsiyon siemi genellikle 1s1 veren bir tepkime
(ekzotermik) biciminde gercelde. Bu nedenle azalan sicaklik ile adsorbsiyon
kristalizasyon isilari mertebesinde, kimyasal asigonda ise kimyasal tepkime

IsisI mertebesinde oldu bilinmektedir.

c) Yuzey alani: Adsorbsiyon bir ylzeylami olduysundan, adsorbsiyon
alanina sahip olmasi tercih sebebidir. Gozenektiag/gparcacikl bir yapinin yizey

alaninin daha fazla ol@u bilinmektedir.

d) Adsorblanan madde turd: Adsorbentin hidrofolfguyu sevmeyen)
oldugu durumlarda, c¢o6zltnenin sudaki c¢cozungillile adsorblama kapasitesi
arasinda ters oranti vardir. Metal iyonlarinin kigduvari ylizeyine ganmasinda,

duvar yuzeyinde mevcut bulunan bazi polisakkaritfmoteinler ve lipidler ile
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bunlarin icinde mevcut bulunan karboksil, hidrokéisfat, ve amino gruplarinin

etkin olduklari bilinmektedir.

e) COzlucu turt: Cozeltideki ¢ozunurlik arttikcazi@ei-cozunen ka
kuvvetlenir, adsorbsiyon derecesisdii Inorganik bilgikler hidrofilik yapilarindan

dolay! az adsorplanirken, hidrofob maddeler teoténak adsorblanirlar.

f) Polarite: Kutuplamanin genel prensibinden dolayi, polar bir ¢ozinen
polar bir adsorbent tarafindan, polar olmayan bizigtiden daha cok
adsorblanacaktir [119,120].

2.15.3. Adsorbsiyon dengesi ve adsorbsiyon izdesrm

Adsorbsiyon bir denge tepkimesine benzerdir veeltiiie kalan “¢cdzinen
derisimi” ile ylzeyde tutulan "¢Ozinen deimi” arasinda dinamik bir dengeye
ulasincaya kadar surer. Bir adsorblayicida adsoblanatd miktari, adsorblanan
derisimi ve sicaklga balidir. Genellikle sabit sicaklikta adsorblanan ne&add

miktari, dergimin fonksiyonu olarak saptanir.

Dengenin bu durumda ¢6zinen kati ve sivi fazlasiada dglimi, sabit
sicaklikta dengedeki ¢ozeltide kalan ¢coziinensiheriCgen Ye (Mg metal iyonu/L
atik su) kagi, kati adsorbentin birimgaliginda adsorbe edilen ¢oéziinen miktari,
Qaen (Mg metal iyonu / g kuru mikrooranizma) gggei alinarak gosterilebilir.
Genellikle dgrusal olmayan bugiler adsorbsiyon izotermi olarak adlandirilir.

Adsorbsiyon dengesi kurulduktan sonra adsorblansddenin cozelti

fazindaki degiminde bir deisiklik gozlenmez. Adsorbsiyon prosesine ait 6rnek
denge grafii Sekil 2.5'de verilmitir.
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Qden
(mg/g)

Sabit T

Cdcn (m g/L)

Sekil 2.5 : Adsorbsiyon dengesi

2.1)

Kc = kﬂl / kn:’

K. = Adsorbsiyon denge sabiti

Hazirlanan izoterm gileri sayesinde etkin ayirma @anip sg&lanmadgi;
hangi adsorbentin daha verimli ofglu anlgilir. Adsorbsiyon izotermlerini

tanimlamak i¢in bircok matematiksel model gilmi stir [119].

Bu adsorbsiyon izoterm modellerinden, en ¢ok kulénlar aagidadir.
1- Langmuir izoterm modeli,
2- Freundlich izoterm modeli,
3- Redlich-Peterson izoterm modeli
4- Koble-Corrigarizoterm modeli
5- Temkin Denklemi izoterm modeli.
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2.15.3.1. Langmuir izoterm modeli

Tek tabaka adsorbsiyonu i¢in uyarlagrteorik bir modeldir ve gagidaki
varsayimlari icerir:

- Adsorblanan molekiller arasinda etkithe yoktur, adsorblanmimadde
miktarinin birim ytzeye olan adsorbsiyon hizinahlaegi bir etkisi yoktur.

- Katl ylzeyine adsorblanan molekuller tek tabgddindedir.

- Adsorbsiyonun tamami ayni mekanizma ile gergakleadsorplanny
yapilar birbirinin aynisidir.

- Adsorblayan katinin tim konumlari ayni aktiviesahiptir.

- Adsorbent homojendir.
Bu varsayimlara goére yapilan teorik modgiklik 2.2'de gorulmektedir

Qden= ( QO* D*Cqen)/ (1+Db*Gen) (2.2)

Bu sitlikte qqen (Mg/g), dengede birim adsorblayici kitlesinde dalaoan
madde miktarl, Gen (Mg/L) dengede c¢oOzeltide adsorblanmadan kalan enadd
derisimi, Q°(mg/g) yiizeyde tam bir tabaka giurmak icin adsorblayicinin birim
kitlesinde adsorblanan madde miktari, b (L/mg) dnggon entalpisi ile ilgili bir

sabittir.
Esitik 2.2'den de anlgilacgsl gibi (b*Cy)<<1 ise 06zgul adsorbsiyon

cozeltideki adsorsiyonun son dgmi ile orantili, (b * G)>>1 ise @en= Q™dir.

Langmuir denklemi dgrusallatirilirsa, Eitlik 2.3 elde edilir.

Lgen=(1/F*b)*(1/Coen) + (1/ ) (2.3)
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I/Qdcn
. Egim: 1/Q°*b

Kayma=1/Q°

—
1/Cdcﬂ

Sekil 2.6 Dgrusallgtiriimis Langmuir izoterm model grddi

Sekil 2.6’den goruldgu gibi,1/Gene kari 1/gen grafiginin y eksenini
kesim noktasi 1/8) dogrunun gimi ise 1/Q@b'yi verir. Q° ve b’nin buyiikliii
yuksek adsorbsiyon kapasitesigaret eder [119, 120, 123].

2.15.3.2. Freundlich izoterm modeli

Biyosorbsiyon isisina ih olarak de&isen heterojen yuzey enerjileri icin
Freundlich modeli tanimlangtir. Bu model, Langmuir modelindeki eneriji ile iigi
terimin (b), ylzey ortistunin (q) bir fonksiyonu ralla desistigi 6zel bir durumu
ifade eder. Teorik olarak bu ifade ile sonsuz nidkaadsorbsiyona uidabilir ve

Freundlich izoterm modeligglik 2.4 ile tanimlanir:
1/n

@en= Kr . Cgen (2-4)

Esitlik 2.4'de, Kg, sicaklga, adsorbente ve adsorblanan deitee bgli
olarak, adsorbsiyon kapasitesinin bly@lidlu gosteren adsorbsiyon sabiti ve n,
adsorbsiyoniddetini gosteren adsorbsiyon derecesidir [119].120

Esitlik 2.4’Gn dogrusallatiriimis sekli Esitlik 2.5 ile verilir,

INQgen=INKg + (1/n) * (In Cyen) (2.5)
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In Qyen

Egim: 1/n

}kayma = InK¢

\ 4

ln Cdcn

Sekil 2.7: Dgrusallgtiriimis Freundlich izoterm model gré&fi

Sekil2.7’den goruldgu gibi, InGyen ye karl In quen grafiginin egiminden 1/n, y
eksenini kesim noktasindan ise Ip Bulunur. Freundlich gili ginde n > 1 olup n
ve Kr parametreleri genellikle sicaklik gryila azalir. kve n dgerlerinin buyuk
olmasi, adsorbentin, adsorbsiyongilimli adsorblama kapasitesinin yiksek

oldugunu gosterir.

Langmuir ve Freundlich izoterm modelleri matemsgik olarak seyreltik
cOzeltilerden biyosorpsiyonu karakterize ettiklden, ortalama deaim
araliklarinda adsorbsiyon verileri her iki izotermie uygunluk goésterir. Heterojen
yuzeylerdeki dgisik aktif baglanma merkezlerini icerdinden, Freundlich modeli,
Langmuir modelinden daha gercekgi bir yaktadir. Bu izoterm tirl heterojen

sistemlerin tanimlanmasindashayla kullaniimaktadir [117, 123, 124].

2.15.3.3. Redlich — Peterson izoterm modeli

Redlich-Peterson modeli, biyosorpsiyon dengesiiger iki modelle uyum
sgglamadgl durumlar icin gektirilmis, Uc farkl parametre iceren denklem olarak

bilinen ampirik aitlik, genis dergim araliklarinda adsorbsiyon dengesini ifade
etmekte kullanilabilir. Kitlik 2.6 ile tanimlanir:

den= ( Krp. Cden) 1+ ( RpP. Cdenﬂ) (2-6)
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Bu ssitlikte; Krp (L/g) ve &p (LP/md’) Redlich-Peterson iztoterm sabitlei,
ise Redlich-Peterson Usteli 0 ile 1 arasindgedalan s €B<1 olarak tanimlanir.
Redlich-Petersonséli gi, =1 ise, Langmuir izoterm modeline, yuksek adsortan
derisimlerinde ise Frendlich izoterm modeline deaki Esitlik 2.6'nin dogrusal

hale getiriimesiyle gagidaki ifade elde edilir:

IN[KrpCqen/ gqden -1] = Ingp+ f 1IN Cyen (2.7)

Esitik 2.7 yardimiyla, In Gye karl In[KrpCge/qden-1] grafge gecirildginde
egimi f ve kesim noktasiga olan bir d@ru elde edilir [118]

2.15.3.4. Koble-Corrigan izoterm modeli

Biyosorpsiyon dengesini ifade etmek icin kullanike (¢ farkl parametre
iceren bir bgka modeldir. kitlik 2.8 ile ifade edilir.

Qden= (A Cdenn) / ( 1+B c;|enn) (2-8)

Esitlik 2.8'de;

A: Koble-Corrigan izoterm sabiti {(Lmg""/g)
B: Koble-Corrigan izoterm sabiti (L/md")
N: Koble-Corrigan ustel

olarak tanimlanir.

Koble-Carrigan gtliginde, n = 1 ise, @tlik Langmuir izoterm modeline
donsir ve aitlik 2.9 ile ifade edilir. Adsorbsiyon kapasitegsbk az, yani B
Cgen'<<1 ise; eitlik Freundlich modeline donir ve aagidaki sitlik 2.10 ile
gosterilersekli alir.

Quen= (A Cen) / (1 + B Gien) (2.9)
Qden=A Ceen’ (2.10)
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Adsorbsiyonun fazla oldw durumda ise B &a>>1 olup, dengede birim
biyosorbent girligl basina adsorblanan madde miktari sabit kalir gitile 2.11 ile
ifade edilir [118].

Quen=A /B (2.11)

2.15.3.5. Temkin izoterm modeli

Dolayli adsorblanan / adsorblanan etftiiderinin adsorbsiyon

izotermlerine etkileri Temkin izotermi ilesasidaki sekilde ifade edilebilir:

Qden=R T /b (In A Gen) (2.12)

Esitlik dogrusallgtinlirsa;

Qden= B In A + B In Cyen (2.13)

B=RT/b (2.14)
Esitlik 2.13 yardimiyla cgizilen,In genye karsi gqen grafigi A ve B Temkin
sabitlerinin belirlenmesini gar. B Temkin izoterm sabiti adsorbsiyon isisi ile
ilgilidir [119].

2.15.4. Biyosorpsiyon

Isisal ya da kimyasal yontemlerle dldurukmiikroorganizmlarla yapilan,

adsorbsiyonsiemi ‘biyosorpsiyon’ olarak tanimlanmaktadir.

Biyosorpsiyon aslinda fiziksel ve kimyasal adsomws, iyon deisimi,
koordinasyon, kompleksime, mikro c¢cokelme vb. gibi bir ¢ok pasif giderim
proseslerini adlandirmakta kullanilan ortak bir irtelir. Cazalmayan
mikroorganimalar, 6l mikroorganizma olarak tanimia Oli ve yaayan
hiicrelerin metal alabilme kapasiteleri §astirilmis, cozu durumda, 6li olanlarin,

metal alabilme kapasitelerinin daha yuksek gidbulunmugtur [120, 121].
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2.15.4.1 Biyosorpsiyon Verimi

Biyosopsiyon verimi, dengede biyosorbentin adsagl metal iyon
derisiminin, balangic metal iyon degimine orani olarak §tlik 2.15 ile

tanimlanmgtir.

% Ad = ( Ga,ger/ C0O) X 100 (2.15)

Esitlik 2.15'de;

C, : Baslangi¢ metal iyonu degimi (mg/L)

Cad.den: Dengede, biyosorplanan metal iyonu glaridir (mg/L).

2.15.4.2 Biyosorpsiyon mekanizmasi

Biyosorpsiyon ile giderim prosesi ¢6zinenin biyt®mti cevreleyen film
tabakasindan biyosorbentinsdytizeyine kitle aktarimi ile blar, c6zinenin
ylzeyden biyosorbent ylzeyindeki aktif bolgelereaakn ve sorpsiyonu ile

tamamlanir.

2.15.4.3 Biyosorpsiyon Termodinagni

Agir metal iceren ¢ozelti biyosorbent ile temas #diiginde metalin hemen
biyosorplanmaya adigini, daha sonra biyosorplanma hizi ydagarak belli bir
sure sonra sabit kafgll gozlemlenmektedir. Bu sistemde biyosorplanma Hezi
desorpsiyon hizi birbirine sitir. Yani denge durumu s6z konusudur.
Biyosorbentteki gir metal degimi ile c¢Ozeltide bulunan @r metal degimi
dengededir, bu da biyosorpsiyon prosesinin dengednir bir sistem oldgunu
gostermektedir.  Boylece termodinamik  eadalari  bu  sistem icin

uygulanabilmektedir.
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Biyosorpsiyon sirasindaki entalpi glgmi, entropi dgisimi, serbest enerji
degisimi ve denge sabiti belirlenerek biyosorpsiyon olagrmodinamik olarak

incelenir.

2.15.4.4 Biyosorpsiyon hizi

Herhangi bir kimyasal tepkimeye ait hesaplamal@&dgbi giren bir bilgen
temel olarak alinir. A'nin harcanma hizi,af;rsicaklik ve bilgenlere bglidir. Bir
cok tepkime icin «, tepkime hiz sabiti k ile defimlerin bir fonksyonu cinsinden
ifade edilebilir:

(-ra) =[ka(T)][F(CaCs...)] (2.16)

Biyosorpsiyon hizi, birim biyosorbent kitlesi tanalan biyosorplanan
metal iyonu miktar (q)’ya kar, stire grafginden, t=0 aninda cizilengetin &imi
olarak tanimlanngtir.

ra=(AqQ/At) (2.17)

Burada,
ra: Biyosorpsiyon hizi (mg/g dak.)
g : Birim biyosorbent tarafindan biyosorplanan rmgtanu miktari (mg/g)
t : Sdre (dakika)

g ise aagidaki sitlik ile tanimlanabilir:
g=[(Co-C)/X]
Co: Bglangi¢c metal iyonu degimi (mg/L)
C: Herhangi bir anda biyosorpsiyon oratminda biyplemmadan kalan metal

iyonu dergimi (mg/L)
X: Biyosorbentin ¢ozeltideki desimi (g/L)’dir.
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(-ra)’yr bilesenlerin degimlerine bglayan aitlik hiz olarak bilinir.
Tepkime hiz sabiti k aslinda sabit bir sayi gi&dir, ancak tepkime bikenlerinin

dersimlerinden bgmsiz fakat sicaklikla dnemli 6lgudegilgnektedir.
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2.16 CALISMANIN AMACI

Bu tezin amaci, metal sanayi tesislerinin kurumildusu Mersin Kazanli
beldesi civarindan alinan toprak orneklerinde Cu, 8o, Cd, Zn ve Cr
kontaminasyonu dizeyini belirlemektir. Bu bdlgeamtamine olmg topraklardan
s6z konusu metal iyonlarina kadirencli bakteri sglari izole etmek ve bakterilerin
agir metallere kan gostermy olduklari metal tolerans profillerini ¢ikarmaktir.
Ayrica direncli bakterilerdeki direnclilik informgenunun plazmidlerle olan
iliskisini argtirmak ve metal toleransinin yiksek aqtdu bakteri sglarinin

sergilems oldugu metal biyosorbsiyon hizlarini belirlemektir.
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kimyasallar

Bu calsmada kullanilan kimyasallar Sigma, Merck, ve Fldikanalarindan

temin edilmstir.

3.1.2. KullanilanPseudomonasp. veBacillus sp. Sglari

Bu calgmada kullanilanPseudomonasre Bacillus sularinin tamami

Kazanli kasabasindan alinan toprak orneklerindehB&B2,B3) izole edilnsiir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Calgmada kullanilanPseudomonasve Bacillus 6rneklerinin izole

edildigi toprak orneklerinin alingh yerler; Al, B1, B2, B3.
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3.1.3. Cam Malzemeler

Kullanilan batin cam malzemeler deterjanh suyileandiktan sonra, 6énce
sehirsebeke suyu ile birka¢ kez durulanme ardindan son bir defa da distile su ile
durulanarak kullanima hazir hale getirigtim. Besiyeri iceren erlenler otoklavda
121°C'de 1,2 atmosfer basing altinda 15 dakika sure steril edilerek
kullaniimistir. Kati besiyerleri icin kullanilan petri kaplase besiyeri dokilmeden

once Pasteur firininda 2@de 2 saat siire ile steril edilstii.

3.1.4.Inkiibatorler

Pseudomonasswlarinin  kdltdriinin  yapilmasi amaciyla kullanilantika
ortamlarin inktbasyonu, Nive marka EN400 model @N®8anayi Malzemeleri
Imalat ve Ticaret A., Ankara, Tirkiye) bir inkibatér kullanilarak
gerceklatirilmistir. Calismada kullanilan Pseudomonassp. ve Bacillus sp
swlarinin biyosorpsiyon caimalari sirasinda Edmund Buhler marka calkalamall

inktibatdr kullaniimgtir.

3.1.5. Santriflj

izole edilen Pseudomonassp. ve Bacillus sp. sglarinin degredasyon
testlerinde, Nutrient Broth besiyerinde bir gecklime edilen sglarin ¢cokturaltp
distile su ile yilkanmasi samasinda Sigma marka 1-14 typ model santrifQj
kullaniimustir.

3.1.6. ICP (Inductively Coupled Plasma Mass Spewgtry) cihazi

Izole edilen sglarin biyosorpsiyon testleri sirasinda, biyomagslarin

belirlemek amaciyla Variant ICP-AES Liberty Seriesihazi kullaniimstir.
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3.2. METODLAR

3.2.1.Pseudomonasge Bacillus Suslarinin Kiltir ve Muhafazasi

Pseudomonasp. veBacillus sp. syglari dergik oranlarda girmetal iceren

Nutrient Agarh Egik Kati Besiyerlerine ekilerek buzdolabinda muhafedilmstir.

3.2.2. Besiyerleri ve Sollisyonlar

3.2.2.1. GSP agar

Pseudomondsrin izolasyonunda kullaniingtir.

Na-L-Glutamat............cooii i e e e e e venieee e e 10 O
COZUNUE MASTA. .. ... ee ittt e e e e e e e e re e 209
KHOP Ol e e e e 29
170 P 05¢
FENOI KIMMIZISI. oot e e e e e e e 0.36
A e 13 g
DISHIE SU. .t e e e e 1L

3.2.2.2. Nutrient agar

Bakteri inokulumlarinin hazirlanmasinda,

eliminasyonu gamalarinda kullanilngtir.

T 00 ] o P
Bt OZULU. ...

A=Y= 0 1 | (O
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3.2.2.3 Alkali lizis solisyonu |

Plazmid izolasyonu igin bakteri kultirundeki hdere lizi etmek igin

kullaniimistir.
50 mM glikoz
25 mM Tris-Cl (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)

3.2.2.4 Alkali lizis solisyonu I

Plazmid izolasyonu igin bakteri kultirundeki hdere lizi etmek igin

kullaniimustir.

0.2 N NaOH (10 N stoktan yeni sulandirilarak hazm)
%1'lik (w/v) sds

3.2.2.5 Alkali lizis soliisyonu 11

Plazmid izolasyonu igin bakteri kultirundeki hdere lizi etmek igin

kullaniimustir.

100 mL igin

O M Potasyum aSetal..........ouii i e 60 mL
Glasiyel asetik asit..........cccovvie i e 115 ML
HoO e 28.5 mL

3.2.2.6 Kral suyu

100 mL i¢in
AT ] 2 T | A 25 mL
HIdroKIorik asit .......oovviiii i T ML

56



3.2.3. Bakteri izolasyonu

3.2.3.1Pseudomonasp. izolasyonu

Alinan toprak 6rneklerindePseudomonasp. bakteri izolasyonu yapmak

icin asagidaki yontem kullanilnstir.

1. 1 Gram toprak orge alinarak 10 mL steril distile su icinde slspanse
edilmis, hazirlanan bu stispansiyon 2000 devir/dakikadadakika santriflij edilerek

toprak partikillerinin ¢oktaralmgidr.

2. Bakteri izolasyonu igin Ust sivida kalan bersmkdan 500 pL alinarak
seri sulandirmalar (dilisyonlar) yapiknve GSP Agar besiyerine yayilarak
ekimleri yapilmgtir. 27°C sicaklikta bir gecelik inkilbasyondan sonra burada
gelisme gosteren kolonilerden mavi-mor renkli, etrafrmkzi zonlu koloniler
secilerek Pseudomonasp. olarak nitelendirilngive Nutrient Agar icerenggk kati
besi yerilerine ekilmitir. 27°C sicaklikta 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

ornekler +4C’ta buzdolabinda saklansgtr.

3.2.3.2.Bacillussp. izolasyonu

Alinan toprak érneklerindeBacillus sp. bakteri izolasyonu icin ise ;

1. 1 Gram toprak drgealinarak 10 mL steril distile su ile siispansdre,
hazirlanan bu siuspansiyon 2000 devir/dakikada kikalaantriflj edilerek toprak

partiktllerinin cokturtlmesi sdanmstir.

2. Daha sonra bu tupler alinarak®@0sicaklikta 35 dakika bekletilerek

vejetatif Ureyen bakteriler 6ldUrilngtiir.

3. Bakteri izolasyonu icin Ust kisimdaki berrakidan 500 pL alinarak seri

sulandirmalar yapilrai ve Nutrient Agar besiyerine yayilarak ekili. 27°C
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sicaklikta bir gecelik inkibasyondan sonra buradzyeén tek dgmis koloniler
alinarak Nutrient Agar icerengik kati besiyerlerine ekilmi ve buzdolabinda

saklanmgtir.

3.2.4. MTC (Maximum Tolerable Concentrations)sPeerinin Tespiti

1. izole edilenPseudomonase Bacillus sp. sglarinin MTC deerlerinin
tespiti icin, ceaitli konsantrasyonlarda ga metal iceren Kkati besiyerleri

hazirlanmgtir.

2. Bakteriler bu besiyerlerine cizgi veya nokeklinde ekilerek 3%C'ta 24
saat inkiibasyona birakilgtr.

3. Inkubasyon siiresi sonunda ekimi yapilan hiicrelereiméi olup olmadh
kontrol edilerek MTC dgerleri tespit edilmytir.

3.2.5. Plazmid DNAzolasyonu

1. Plazmid izolasyonu yapilacak bakteriler, 5 ni.INB (Nutrient Broth)
besiyerine ekilerek 3C’de bir gece inkiibe edilmtir.

2. Inkubasyon suresi sonunda kilturlerden 1.5 mL akaEppendorf
tlplerine aktarilip 2C’de 10000 devir/dakika’da 30 saniye santriflij edik
hicreler ¢okturilmgive slUpernatant atilgtir.

3. Eppendorf tuplerindeki hucrelerin Gzerine 10 Alkali lizis |
solisyonundan eklengtir. Tuplerdeki kagimlar homojen oluncaya kadar vorteks
edilmistir.

4. Daha sonra tiplerdeki kamlara 200 ul Alkali lizis 1l sollisyonu
eklenmitir ve sonra tupler birka¢c kez alt-Ust edigtini (bu samada vorteks

kullaniimamstir). Bu islemden sonra tipler buz iginde birka¢ dakika bdkbestir.
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5. Tupler buz icinden cikarilip Gzerlerine 1pl0AlKali lizis Il solisyonu
eklenip, birkag kez alt-tst edilgtir. Bu islemden sonra tupler buz iginde 5 dakika

bekletilmistir.

6. Tupler 4Cde 10000 devir/dakika'da 5 dakika santrifij euili
supernatantlar toplanarak yeni eppendorf tipleaktariimstir. Bu islemden sonra
supernatant bulunan yeni tuplere 2 hacim (1:2) ed=mklgina sahip Etanol

eklenmi;, vortekslendikten sonra, iki dakika oda sicakida bekletilmgtir.

7. Presipite olan nukleik asit molekullerfCide 10000 devir/dakika'da 5
dakika santriflj edilerek c¢okturalup, supernatansnk dikkatli bir sekilde

atilmstir. TUpler oda sicakiinda birakilarak etanol ugurulstur.

8. Tuplere 1 ml % 70’lik etanol eklenip, birkagzkalt-tst edildikten sonra,
4°C’de 10000 devir/dakika'da 5 dakika santrifiij editi. Daha sonra
supernatantlar kismi dikkatli bigekilde atilmgtir ve tlpler oda sicalginda

bekletilerek kalan etanol ucurulstur.

9. Tuplerdeki nukleik asit molekillerinin tGzeris® ul TE (Tris-EDTA)

eklenmitir.

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

1. DNA ornekleri %0,7'lik agaroz jelde 50 Volt'lukkim uygulanarak 3

saat sureyle yuratulngtur.
2. Elektroforez bitiminde jel, ethidium bromid ilboyanmg ve UV

transilliminator Uzerine konularak DNA bandlaringrinir hale gelmesi

sglanmstir.
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3. Plazmid DNA'larin buydklgi jel dokimantasyon sistemi (UVP)

kullanarak belirlenmstir.

3.2.7. Asir Metallerin Biyosorpsiyonu

1. Denenecek olafPseudomonasp. ve Bacillus sp. sglari 250 ml'lik
Nutrient Broth besiyerinde 3G’de 18 saat inkiibe edilerek durgun fazasmiasi
sglanmstir.

2. Ardindan bakteri kalturi 10000 devir/dakika @@ dakika santrif(j
edilerek htcreler ¢okturilup stupernatant kismmagtir. Htcreler steril distile su
ile birkag kez yikannstir.

3. Yikanmg olan hucreler ayri ayri; 50 ml 5 mM CuyCb0 ml 5 mM ZnCj,
50 ml 4 mM NiC}, 50 ml 2 mM KCr,O;, 50 ml 0.8 mM CoGCl iceren soliisyonlar
icine 50ser mg inokule edilngtir. Kuoltar calkalayicili inkibatorde 150
devir/dakikada, 3 saatte bir 2 ml 6rnek almak sylest 30°C’de 15 saat sireyle

inkUbe edilmgtir.

4. Alinan o6rnekler 10000 devir/dakika da 10 daksantriflj edilerek
hiicreler ¢oktarulip, stpernatant kismindakir anetal konsantrasyonunun analiz
edilmesi icin temiz ve steril eppendorf tuplerinktaaulip hacimleri 10 ml'ye

tamamlanmgtir. Ornekler ICP’de analiz edilmek (izere buzdatala saklanntir.

5. Hucre pelletleri ise 68'de 20 saat slreyle Pasteur firininda

kurutulmustur.
6. Kurutulan hicre pelletleri %70'lik HNQile bir gece bekletilerek

parcalanmgtir. Daha sonra ornekler filtreden gecirilip haaml 10 ml'ye

tamamlanmtir. Ornekler ICP’de analiz edilmek tizere buzdatala saklannstir.
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3.2.8. Toprak drneklerinin ICP analizi icin hazmtaasi

1. Toprak ornekleri CHEM MARS5 marka mikrodalgairfinda 0’'dan
230°C’ye kadar 20 dakika (ramp time) ve 28e 5 dakika (hold time) bekletildi.
Daha sonra 6rnekler gotulmaya birakildi.

2. S@uyan toprak drneklerinden 0,5 gram 6rnek tartilaraérine ve 10 mL

Hidrojen Florir + 10 mL Kral suyu eklenerek parcetalar: sglanmstir.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA

4.1. BULGULAR

4.1.1.izole edilenPseudomonasp.veBacillus sp. sglarinin 6zellikleri

Alinan toprak drnekleri seri dilusyon yontemi delandinlidiktan sonra GSP
agar besiyerine yaymaeklinde ekimler yapilmtir. Burada gelime goOsteren
kolonilerden mavi-mor renkli, etrafi kirmizi  zonlukoloniler secilerek

Pseudomonasp. olarak nitelendirilngtir.

Toprak odrnekleri seri diliisyon yontemi ile sulamdiktan sonra 60C'de
35 dakika bekletildikten sonra nutrient agar besnge yaymaseklinde ekimleri
yapiimstir. Burada treyen kolonilerdeyeffaf-beyaz renkli diiz kenarli ve yuvarlak

koloniler secilerelBacillussp. olarak tanimlanmtir.

4.1.2. Alinan toprak drneklerinin ICP analiz soaug

Kazanl’'da bulunan@r metal sanayi tesislerinin ¢cevresinden alinamakp
orneklerinin ICP analiz sonuclarsagidaki (Cizelge 4.1) gibi tespit edilgtir.
Analiz sonuclarina gore;

Al boélgesinden alinan toprak oérneklerinde Cd muik@@258 mg/kg, Co
miktari 16,346 mg/kg, Cr miktari 565,919 mg/kg, @uktari 25,83 mg/kg, Ni
miktari 95,517 mg/kg, Zn miktar 38,172 mg/kg olataspit edilmstir.

B1 bolgesinden alinan toprak érneklerinde isen@ktar 0,883 mg/kg, Co
miktar1 19,346 mg/kg, Cr miktari 431,045 mg/kg, @uktari 31,439 mg/kg, Ni
miktari 255,495 mg/kg, Zn miktari ise 65,995 mgdkgrak tesbit edilnstir.

B2 bolgesinden alinan toprak érneklerinde isen@ktar 0,804 mg/kg, Co
miktari 20,376 mg/kg, Cr miktari 276,819 mg/kg, Guktari 41,527 mg/kg, Ni
miktari 272,591 mg/kg, Zn miktar1 63,166 mg/kg alatespit edilmytir.

62



B3 bolgesinden alinan toprak drneklerinde isen@ktar 0,191 mg/kg, Co
miktari 22,868 mg/kg, Cr miktari 249,247 mg/kg, Guktari 36,767 mg/kg, Ni
miktari 333,835 mg/kg, Zn miktari ise 47,561 mgdkgrak tespit edilnstir.

Kontrol toprak érnginin sonugclari ise; Cd miktari 1,080 mg/kg, Co rarkt
8,134 mg/kg, Cr miktari 107,450 mg/kg, Cu miktaB,315 mg/kg, Ni miktari

56,284 mg/kg, Zn miktari ise 26,055 mg/kg olaradpteedilmitir.

Cizelge 4.1: Alinan toprak drneklerinin mg/kg tldém sonuclari.

Toprak Ornekler| Cd Co Cr Cu Ni Zn
Al 0,258 | 16,346 | 565,919| 25,783 | 95,517 | 38,172
Bl 0,883 | 19,923 | 431,045| 31,439 | 255,495| 65,995
B2 0,804 | 20,376 | 276,819| 41,527 | 272,591 | 63,166
B3 0,191 | 22,868 | 249,247| 36,767 | 333,835| 47,561
Kontrol toprasi 1,080 8,134 | 107,450 13,315 | 56,284 | 26,055
Alinan toprak o6rneklerinin ICP analiz sonuclarinppm/g cinsinden

sonugclari gagidaki (Cizelge 4.2) gibidir.

Cizelge 4.2 : Alinan toprak orneklerinin ppm/g @imtgen sonuclari ve pH derleri

Toprak Ornekler | Cd Co Cr Cu Ni Zn pH
Al 0,006 | 0,408 | 14,147| 0,644 | 2,387 | 0,954 | 8,3
B1 0,022 | 0,498 | 10,776| 0,785 | 6,387 | 1,649 | 7,8
B2 0,020 | 0,509 | 6,920 | 1,038 | 6,814 | 1,579 | 7,5
B3 0,004 | 0,571 | 6,231 | 0,919 | 8,345 | 1,189 | 8,6
Kontrol topras| 0,027 | 0,203 | 2,686 | 0,332 | 1,407 | 0,651 | 7,3
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4.1.3.izole edilen bakterileringar metallere kan gosterdikleri direng deerlerine
ait bulgular

4.1.3.1. Al bolgesinden izole edilen bakterilerim®dazilimlari

K2Cr,0y7 icin bulunan MTC de gerlerinin Al

bdlgesinden izole edilen Pseudomonas sp.ve
Bacillus sp. su glari arasindakida gilimi

35 4 31
30 | [
_ 25 o Pseudomonas sp.
2 20 4 (49 adet )
g .
é’“ 15 1 o Bacillus sp.
10 | (40 adet )
5 3
0 T T
<0.1 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

MTC (mM)

Sekil 4.1: Al bdlgesinden izole edildPlseudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
K2CrO7 icin MTC deserlerinin drnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
susunun KCrOy icin MTC deseri 0,4 mM'dir).

CdCl; icin bulunan MTC de g@erlerinin Al bélgesinden

izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari
arasindaki da gilimi

45 -

a0 20
35 7 30
7 30 - O Pseudomoanas sp.
T 25 1 (49 adet )
(7]
o 207
» 15 A
10 1 Bacillus sp.
5 2 1 1 . (40 adet)
0 A ; = e ; ; ; £

<01 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
MTC (mM)

Sekil 4.2: Al bdlgesinden izole edildPseudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CdCbk icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giéimi (E.coli ATCC 11230
swunun CdCJ icin MTC deseri 0,4 mM’dir).
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ZnCl, icin bulunan MTC de gerlerinin A1 bélgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. suslari
arasindaki da gilimi
25 4
21
20 +
] & ]
S, 15 B Pseudomanas sp.
h (49 adet )
) @ Bacillus sp.
(40 adet)
olE el 0 m
<0.1 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
MTC (mM)

Sekil 4.3: Al bdlgesinden izole edilétseudomonasp. veBacillussp. sglarinin
ZnCl, icin MTC dezerlerinin 6rnekler arasindaki giami (E.coli ATCC 11230
swunun ZnCj icin MTC deseri 1,0 mM’dir).

NiCl, icin bulunan MTC de g@erlerinin A1 bélgesinden

izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su sglari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.4: Al bolgesinden izole edildPlseudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
NiCl, icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giami (E.coli ATCC 11230
swsunun NiCh icin MTC deseri 1,0 mM’dir).
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CoCl, icin bulunan MTC de gerlerinin Al bdlgesinden

izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su sglari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.5: Al bdlgesinden izole edildPlseudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CoCk icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giami(E.coli ATCC 11230
swunun CoCJ icin MTC dezeri 0,4 mM’dir).

CuCl, icin bulunan MTC de gerlerinin A1 bélgesinden

izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su sglari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.6: Al bdlgesinden izole edildPlseudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CuCk icin MTC dezserlerinin 6rnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swunun CuC] icin MTC dezeri 2,0 mM’dir).
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4.1.3.2. B1 bdlgesinden izole edilen bakterilerim@®idagsilimlar

K2Cr,07 igin bulunan MTC de gerlerinin B1

bdlgesinden izole edilen Pseudomonas sp.ve
Bacillus sp. su glari arasindaki da gilimi
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Sekil 4.7: B1 bdlgesinden izole edilétseudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
K2CrO7 icin MTC deserlerinin drnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swsunun KCr,O;icin MTC dezseri 0,4 mM'dir).

ZnCl; i¢in bulunan MTC de gerlerinin B1 bolgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su glari
arasindaki da gihmi
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Sus sayisi
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Sekil 4.8: B1 bdlgesinden izole edilétseudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
ZnCly igin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giami (E.coli ATCC 11230
swunun ZnC} icin MTC deseri 1,0 mM’dir).
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NiCl, icin bulunan MTC de g@erlerinin B1 bdlgesinden

izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su sglari

arasindaki da gilimi
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Sekil 4.9: B1 bolgesinden izole edilddiseudomonasp. Bacillus sp. sglarinin
NiCl, icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giami (E.coli ATCC 11230

swsunun NiCh icin MTC deseri 1,0 mM’dir).

CoCl, icin bulunan MTC de g@erlerinin B1 bdlgesinden
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izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su sglari
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Sekil 4.10: B1 bolgesinden izole edil@seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
swunun CoClicin MTC dezeri 0,4 mM’dir).
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CuCl, icin bulunan MTC de gerlerinin B1 bélgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su sglari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.11: B1 bolgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CuCk icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
susunun CuCl icin MTC dgeri 2,0 mM’dir).

CdCl; i¢in bulunan MTC de g@erlerinin B1 bolgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.12: B1 bolgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CdCk icin MTC deserlerinin ornekler arasindaki giéimi (E.coli ATCC 11230
swunun Cdd]icin MTC deseri 0,4 mM’dir).
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4.1.3.3. B2 bdlgesinden izole edilen bakterilerim@®idagzilimlar

K2Cr,07 icin bulunan MTC de gerlerinin B2 bdlgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.13: B2 bolgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
K2CrO7 icin MTC deserlerinin drnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swsunun KCr,0O icin MTC degeri 0,4 mM’dir).

CdCl, i¢in bulunan MTC de gerlerinin B2 bélgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.14: B2 bolgesinden izole edil@seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CdCk icin MTC dezerlerinin 6rnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swunun CdClicin MTC dezeri 0,4 mM’dir).
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ZnCl; icin bulunan MTC de gerlerinin B2 bélgesinden izole
edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su glari arasindaki
dagilimi
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Sekil 4.15: B2 bélgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
ZnCly igin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giami (E.coli ATCC 11230
swunun ZnCjicin MTC dezeri 1,0 mM’dir).

NiCl, i¢cin bulunan MTC de @erlerinin B2 bdlgesinden izole edilen
Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari arasindaki da gilimi
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Sekil 4.16: B2 bolgesinden izole edil@®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
NiCl, icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giami (E.coli ATCC 11230
swsunun NiChicin MTC deseri 1,0 mM’dir).
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CoCl; icin bulunan MTC de gerlerinin B2 bdlgesinden izole
edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su glari arasindaki
60 - dagihimi
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Sekil 4.17: B2 bolgesinden izole edil@®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CoCk icin MTC dezerlerinin 6rnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swunun CoCJ icin MTC dezeri 0,4 mM’dir).

CuCl; icin bulunan MTC de gerlerinin B2 bdlgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.18: B2 bolgesinden izole edil@seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CuCk icin MTC dezserlerinin 6rnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swunun Cud]icin MTC deseri 2,0 mM’dir).
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4.1.3.4. B3 bdlgesinden izole edilen bakterilerim@®idagsilimlar

K,Cr,O- icin bulunan MTC de gerlerinin B3 bolgesinden

izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su sglari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.19: B3 bolgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
K2CrO7 icin MTC deserlerinin drnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swsunun KCr,O7icin MTC deseri 0,4 mM’dir).

CdCl; i¢in bulunan MTC de gerlerinin B3 bdlgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari
arasindaki da gilimi
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Sekil 4.20: B3 bolgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CdCk icin MTC dezerlerinin 6rnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swunun CdC] icin MTC dezeri 0,4 mM’dir).
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ZnCl, icin bulunan MTC de gerlerinin B3 bdlgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. susglari
arasindaki da gilimi
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NiCl, icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giami (E.coli ATCC 11230

Sekil 4.22: B3 bolgesinden izole edil@seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
swsunun NiCh icin MTC deseri 1,0 mM’dir).




CoCl; icin bulunan MTC de gerlerinin B3 bdlgesinden izole
edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari arasindaki
dagihmi
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Sekil 4.23: B3 bolgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CoCbk icin MTC deserlerinin ornekler arasindaki giéimi (E.coli ATCC 11230
swunun CoCJ icin MTC deseri 0,4 mM’dir).

CuCl; icin bulunan MTC de gerlerinin B3 bdlgesinden
izole edilen Pseudomonas sp.ve Bacillus sp. su slari
arasindakida gihmi
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Sekil 4.24: B3 bolgesinden izole edil®seudomonasp. veBacillus sp. sglarinin
CuCk icin MTC deserlerinin 6rnekler arasindaki giimi (E.coli ATCC 11230
swunun CuClicin MTC dezeri 2,0 mM’dir).
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4.1.4. Asir metal direnclilgi gosteren bakterilerin plazmid iceriklerine aitidpular

Toprak orneklerinden izole edilenstardan yuksek MTC dgrine sahip
olanlardan 36 adet Ornek seciftin. Secilen Orneklere plazmid izolasyonu
uygulanmgtir ve ornekler % 0,7 agaroz jelde 50 V uygulanaBakaat stre ile
separe edilnstir. Elektroforez sonucunda bazistarda plazmid goralmgiar. (Sekil
4.25)

Sekil 4.25: En yiksek MTC gerine sahip sdardan bazilarinin plazmid profilleri
(Nol: marker, No2: A1P41 , No3: B2P55 , No4: B2R6R05: B2P77 , No6:
B2P99 , No7: B2P110, No8: B2P115, N09: B2P11610 B2P123)

Yapilan agaroz jel elektroforezi gahalari sonucunda 3mM Nigl
cOzeltisine direnc gosteren A1P41 numaraktaswiyuklikleri 1,8 kb ve 2,1 kb
olan 2 adet plazmid, 5mM ZngLkozeltisine direng gdsteren B2P55 ve B2P77
numaral sglarda bayuklukleri 1,8 kb ve 2,1 kb olan 2 adetzpiagd, 5mM CuCl
cOzeltisine direng gosteren B2P99, B2P115, B2PELB2P123 numarall slarda
blyuklukleri 1,8 kb ve 2,1 kb olan 2 adet plaznbd)M CuC} c¢ozeltisine direng
goOsteren B2P110 numaralista buyudklukleri 1,8 kb , 2,1 kb ve 28 kb olan 3tade
plazmid, 2 mM KCr,O; ¢ozeltisine ve 2 mM NiGl¢ozeltisine direng gosteren
B2P60 numarall sta buydklikleri 1,8 kb ve 2,1 kb olan 2 adet pladmi
bulunmutur (Sekil 4. 25).
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Sekil 4.26: Plazmid icermeyen yiksek MTC gdeine sahip bazi slarin
elektroforetik profili. (Nol: marker , No2:A1P16No3: B1P26 , No4: B1P37 ,
No5: B1B12 No6: B1B15, No7: B2P5, No8: B2P51 9NB2P66 , No10: B2P70
Noll: B2P80 Nol12: B2P86 , No13: B2P88 , Nol4: B2PR015: B2P96 , No16:
B2P100 , Nol7: B2P106 , Nol18: B2P118 , Nol19: B2B3i0o20: B3P4 , No21:
B3P36 , No22: B3P41 , No23: B3P43 , No24: B3P4602% B3P49 , No26:
B3P50)

Yapilan agaroz jel elektroforezi gahalari sonucund&ékil 4.26) 0,7 mM
CoCl cozeltisine direng gosteren A1P16 numaradtasu2 mM NiCh cozeltisine
diren¢ gosteren B1P26 numaraliststt 3 mM NiCl2 c¢ozeltisine direng gosteren
B1P37 numarali sta, 2 mM KCr,O; ¢cOzeltisine direng gosteren B1B12, B1B15,
B2P5 ve B2B31numarall sia, 1 mM KCr,0O;, 5 mM ZnCh ve 2 mM NiCh
cOzeltilerine direng gosteren B2P51 numarajtaslb mM ZnCj ¢ozeltisine direng
gOsteren B2P66, B2P70, B2P80, B2P86, B2P88, B2BAtarall sglarda , 5 mM
CuCk cozeltisine direng gosteren B2P96, B2P100, B2PBAR118, B3P49 ve
B3P50 numarali slarda, 2 mM KCr,O; c¢Ozeltisine direng godsteren B3P4
numaral sgta, 0,8 mM CoCl ¢Ozeltisine direnc gosteren B3P36, B3P41 ve B3P43
numarah sglarda, 0,7 mM CdGlve 0,7 mM CoCl ¢Ozeltisine direng gosteren

B3P46 numaral sta plazmid gézlenmerstir.
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Cizelge 4.3 En yiuksekza metal toleransi gosteren bazsglann icerms olduklari

plazmidlerin dgilimlari.

Swlar MTC Plazmid Adedi Plazmid
bayukligi (kb)
AlP41 3 mM NiCl, 2 1.8ve 2.1
B2P55 5 mM ZnCb 2 1.8ve 2.1
B2P77 5 mM ZnCb 2 1.8ve 2.1
B2P99 5 mM CuC} 2 1.8ve 2.1
B2P115 5 mM CuC} 2 1.8ve 2.1
B2P117 5 mM CuC} 2 1.8ve 2.1
B2P123 5 mM CuC} 2 1.8ve 2.1
B2P110 5 mM CuC} 3 1.8,2.1ve 28
B2P60 2 mM K,Cr,0Oy, 2 1.8ve 2.1
2 mM NiCl,
Al1P16 2 mM NiCl, - -
B1P26 3 mM NiCl, - -
B1P37 2 mM K>Cr,0Oy - -
B1B12 2 mM K,Cr,0Oy - -
B1B15 2 mM K>Cr,0Oy - -
B2P5 2 mM K,Cr,0Oy - -
B2P51 5 mM ZnCh - -
B2P66 5 mM ZnCb - -
B2P70 5 mM ZnCh - -
B2P80 5 mM ZnCb - -
B2P86 5 mM ZnCb - -
2 mM NiCl,

B2P88 5 mM ZnCb - -
B2P90 5 mM ZnCb - -
B2P96 5 mM CuC} - -

0.7 mM CoC}
B2P100 5 mM CuC} - -
B2P106 5 mM CuC} - -
B2P118 5 mM CuC} - -
B2B31 2 mM K,Cr,0Oy - -
B3P4 1 mM KyCr,O7 - -
B3P36 0.8 mM CoC} - -
B3P41 0.8 mM CoC} - -
B3P43 0.8 mM CoC} - -
B3P46 0.7 mM CoC} - -

0.7 mM CdC}
B3P49 2 mM K2CI'207 = -

0.7 mM CdC}
B3P50 2 mM K>Cr,0Oy - -

0.7 mM CdC}
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4.1.5. Referans olarak kullanilai.coli ATCC11230 o6rneklerinin secilengia
metaller icin bulunan MTC derleri

Referans olarak kullanilarE.coli ATCC 11230 ssunun secilen @r
metaller icin maksimum tolere edebgdkonsantrasyonlar (MTC) ( Cizelge 4.3 ):
K2Cr,0O7 igin 0,4 mM , Cdd icin 0,4 mM , ZnCj} icin 1 mM , NiChk icin 1 mM ,
CoCkicin 0,4 mM , Cudlicin 2 mM olarak tespit edilrgiir.

Cizelge 4.4E.coli ATCC 11230 sgunun &ir metal MTC dgerleri (mM)

Cr Cd Zn Ni Co Cu

E.coli 0,4 0,4 1,0 1,0 0,4 2,0

4.1.6. Secilen 6rnek slarin biyosorpsiyonuna ait bulgular

4.1.6.1. Secilen Slarin biyosorpsiyon sonuglari

Cu Adsorpsiyon Hizi

53,6
53,4 ¢
53,2 1

53 -
52,8 1
52,6
52,4 1
52,2 1

52 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |

y = 53,083e'0’0012x
R?=0,6933

Cozeltideki Bakr Deri  gimi/ppm

Zaman/saat

Sekil 4.27: Pseudomonasp. B2P99 nolu sunun Cu elementini biyosorpsiyonu
sirasinda adsorbsiyon hizinin zamangilzegisimi (B2P99 syunun Cu igin MTC
deseri 5 mM)
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Zn Absorpsiyon Hizi
545 -
e
®
§ 54 3 y= 53,7419'0'0024X
e 2 _
535 R*=0,878
§
pus 53 *
N ¢ o
D 525 -
S
Q
N 52
O
51,5 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
Zaman/saat

Sekil 4.28: Pseudomonasp. B2P77 nolu sunun Zn elementini biyosorpsiyonu
sirasinda adsorpsiyon hizinin zamangilgegisimi (B2P77 sgunun Zn igin MTC
deseri 5 mM)

Ni Adsorpsiyon Hizi

37,8 -
37,6 o y =37 251 @ 00014
37,4 - R?=0,6106

Cozeltideki Ni deri simi/ppm

18

Zaman/saat

Sekil 4.29: Pseudomonasp. A1P25 nolu sunun Ni elementini biyosorpsiyonu
sirasinda adsorpsiyon hizinin zamanglilmegisimi (A1P25 syunun Ni igin MTC
deseri 3 mM)
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Cr Adsorpsiyon Hizi

19,2 +

19 1 0,0039
y =19,025¢ "

18,8 - R?=0,9173
18,6 -
18,4 -

18,2

Cozeltideki Cr deri simi/ppm

1 8 T T T T 1

Zaman/saat

Sekil 4.30:Bacillus sp. B1B7 nolu sgunun Cr elementini biyosorpsiyonu sirasinda
adsorpsiyon hizinin zamanagbhadegisimi (B1B7 swunun Cr icin MTC dgeri 2
mM)

Co adsorpsiyon hizi

10,8 -
10,6 - ¢
10,4 -
10,2 % ¢

9,8 ¢
9,6 1
.

9.4 \ \ \ \ \ 1
0 3 6 9 12 15 18

Zaman/saat

Cozeltideki Co deri gim/ppm

Sekil 4.31: Pseudomonasp. B3P36 nolu sunun Co elementini biyosorpsiyonu
sirasinda adsorpsiyon hizinin zamangibdegisimi (B3P36 sgunun MTC dgeri
0.8 mM)
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Bakir icin adsorpsiyon hizHiz = dC/dt = -a.b &' olarak diferansiyeli alindi
ve t=0 aninda maksimum hiz bulundu. Bulunangete 0,05g bakterinin Cu

absorplama hizini ppm/saat cinsinden vermektedir.

a = 53,083
b =-0,0012

Bakir Adsorpsiyon Hizi = -a.b°¢ = -53,083 x (-0,0012) x 1
0,05 g icin Adsorpsiyon Hizi = 0,0637 ppm/saat

Bulunan bu dgeri 1 g icin hesaplamak gerekmektedir, dolayisbdéunan dger
20 ile carpildginda hiz, 1g icin ppm/saat olarak hesaplghmi

Sonug olarak 1 g bakir icin adsorbsiyon hgagedaki sekilde hesaplanngtir;
0,0637 x 20 = 1,274 ppm/saat dir

Diger elementlerin adsorpsiyon hizlarsgagida tablo halinde Cizelge 4.3'de

verilmistir.
Element Cu Zn Cr Ni Co
Ads. hizi 1,274 2,578 1,484 0,902 belirlenemedi

Cizelge 4.5 &ir metallerin adsorpsiyon hizlari (ppm/saat)
Cizelge 4.3'e bakilganda biyosorpsiyon c¢aimalarinda kullanilan

metallerin adsorpsiyon hizlarinin en yiksekten éguge dgru siralanyl; Zn, Cr,

Cu, Ni ve Coseklinde oldgu belirlenmstir.
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4.2 TARTISMA

Agir metaller; ceitli insan aktivitelerinin bir sonucu olarak c¢evre
ortamlarina yayilmaktadir. Bu yayillmalar sonucunplalunduklar ortamlarda
yasayan bir cok organizmanin gam dongusine yararl veya zararli bir etkide
bulunmaktadirlar. Kontamine olmubir toprakta metal direnclii bulunan
populasyonun gelimi; (i) dikey gen transferi (reproductionji) yatay gen
transferi (transpozonlar ve belli dizili plazmidleahil), ve (iii) kendiliginden
olusan mutantlar Gzerindeki secici baskilardan meydgel@bilir [125]. Olgan
etkilerden birisi de bu metallere kadirenclilik 6zelliklerinin olymasidir. Birgok
bakteriyel tirde; Hf, Ag", AsOy,AsO,° Bi*3, BOs®, Cd? Co? Cros?, Cu?
Ni*%, PB3, SB? TeQ? TI', Zn"ve diger gzir metallere kan direnclilik 6zelligi
tespit edilmgtir. Bakteriyel direnclilik mekanizmalari, genellé belirli ilaclara ve
kimyasallara oldukca spesifik kompleks 06zelliklerd[10]. Bu direnclilik
Ozelliklerinin hepsi genetik etkenlerle kontrol kakektedir. Bu direnclilik etkenleri,
bu 6zelliklerin molektler genetik tekniklerle arzdirini kolaylgtiran plazmidler

ve transpozonlar Gzerinde siklikla bulunmaktadir.

Ozellikle maden ocaklarinin  bulunglu cevrelerden izole edilen
mikroorganizmalar arasindagia metal direnclilgi yaygin olarak bulunan bir
ozellik olarak ortaya ¢ikmaktadiAcidiphilumve Acidocellacinsi bakteriler CH,
Zn**, Ni**, CU* gibi metallerin 1 M konsantrasyonlarina plazmidéeacilgiyla
direng gosterebilmektedirler [126, 127]. Flamentfdmguslar ve mayalar, ga
metallerin ve metalsilerin yuksek konsantrasyord&rd seviyelerine direng
gostermekle birlikte, bu direnclilikler bu elemearilakiimile edebilme yetegidle
birlesmis olabilmektedir [128, 129, 130, 131]. Yapilan bialigmada 20 mM
ZnCly'ye ve 1 mM NiC}p'ye direncli bakteriler; 20 mM ZnGlye, 10 mM NiClt'ye,

1 mM CdClye direngli mayalar ve farkli @r metallere kan flament6z
funguslarda da direnclilik tespit edilgtir [132].

Agir metallere direnc galiren bakteri cinslerinden biri dBseudomonas

cinsini olwturan tdrlerdir. Cervantes ve arkaldau [133] ; cevresel ve Kklinik
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kokenli bakterilerde toksik gar metallere direnclilik bulundtunu ve direncin
genetik etkeninin siklikla plazmidler veya transpolar tzerinde lokalize olgunu
rapor etmglerdir. Agir metallere direngli mikroorganizmalarin esasentaine
karisimli toprakta dgal olarak bulundgu distiintlmektedir.

Roane ve Kellog [134] yaptiklar ¢ghada &ir metal kontaminasyonu
bulunan topraktan izole edilgdirencli Pseudomonasuu (kadmiyum icin MTC
degeri;1,2 mM) tespit etmglerdir. Ayrica nikel'e direncgli bakteriler de rapo
edilmistir, bir galvanizasyon tankindan izole edil&icaligenes xylasoxidar&lA,
bakir (1 mM), kadmiyum (1 mM), cinko (10 mM), kobgR0 mM), nikel (40
mM)’in yiksek konsantrasyonlarini tolere edebilneekt [135].

Unaldi ve arkaddar tarafindan [136] vyapilan bir cainada bir
Pseudomonasuu'nun Kadmiyum MTC’si 5 mM olarak tespit edilgtr. Ayni
calsmada batin izolatlar krom'a ( MTC’leri 1-1,7 mM arada) cok d§iik
direnclilik gostermgtir. Suslarin %32’si 6mM bakir'a, %140 9mM Nikel'e, %28’i
9 mM Kadmiyum’'a ve %42'si 1,7mM Krom’a tolerans ¢gsnistir. Toprak
orneklerinden izole edilen bir guBakir (21mM), Nikel (18mM), Krom (1,7mM)
ve Kadmiyum (10mM)’un yuksek konsantrasyonlarirapeten tolere edebilstir.
Bagka bir sy ise; Bakir (7mM). Nikel (7mM), Krom (1,5mM) ve Kadyum
(7mM) tolere edebilnstir. Ayni calsmada buyuklukleri 20.8 , 19.6 , 8 ve 4.7 kb’lik
4 adet superkoil plazmid tespit edikti.

Richards ve arkadmrinin [137] yapt bir calsmada,Frankia sularinin
(ACN1%€ [138], CclI3 [139], Ccl1.17 [140], CN3 [141], Cplisuksinat varyant
(Cpl1-S) [142, 143], DC12 [144], El5c [145], EANIpH46], Eullc [147], EUN1f
[148], ve QA3 [149]) kullanildy calsmada; sslarin hepsi Ag'Ni?*,Cd* ve
AsOs;''ye duyarli olarak tespit edilgtir. Kontrol bakterileri Escherichia coli
W3110, Bacillus subtilis 168, Micromonospora echinospor&TCC 15836, ve
Streptomyces viridochromogen@$RRL B-1511) ile kaplastirmada, Frankia
swlarinin ¢cok azi Co icin yiuksek MIC gerlerine (0,4 mM) ve dikkate der
kobalt direnclilgine sahip olduklari tespit edilgtir. Ayni c¢alsmada Frankia
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swlarinin ¢@unun AsO#, P, SeO4 ve CrO4"ya direncli olduklari tespit

edilmigtir.

Gilotra ve Srivastava [150] yaptiklari bir gahada, bahce topgandan izole
ettikleri Pseudomonaspicketti US321 sgunun, ampisilin, eritromisin gibi
antibiyotiklerle, kadmiyumun 2 mM’ina, ¢inkonun g8M’'ina ve bakirin 2 mM’ina
direng gosterngioldugunu tespit etmgierdir. Ayni ¢calsmada US321 su pUS321
adli yuksek molekulergrlikli bir plazmid bulundurdgu rapor edilmgtir. Plazmid
giderme §lemleri sonucunda, US321sunun plazmidleri giderilngi bir tirevi olan
PC25 sgunda, (0,1 mM) Cu, Zn ve Cd'ye duyarl fenotiplevimaya cikigini rapor
etmilerdir. Bir plazmid kodlu Cu direncldi mekanizmasi Zn ve Cd
direngliliklerini de Gzerinde bulunduran pUS321 zptadi ile s&landgini rapor

etmislerdir.

Haefeli ve arkadgari [151] yaptiklar bir cagmada bir gimgimadeninden
Pseudomonas stutzein gimise direncli bir sgunu izole etmilerdir. Bu izole
edilen syta giimige kagi direnclilik bulunduran, en bl 49,4x16 (pKK1)
molekiler @irlikli G¢ adet plazmid tespit edilgtir. pKK1 plazmidi goringte
nonkonjugatif bir plazmid'tir, fakat plazmid R68.4& mobilizasyon aracgiyla
Pseudomonas putida transfer olabildii rapor edilmstir[151].

Komur ve madensietmeciligi, metal kaplama ve metal tel Gretimi gibi
¢esitli endustri kurulglarinin faaliyeti sonucu d@da toksik metal miktari
artmaktadir. Civa, kadmiyum, krom, bakir, nikel igibetallerin canlilar Gzerinde
zararli etkileri bulunmaktadir. Bu tlr endustriyatiklari kimyasal c¢oktlirme,
oksidasyon-rediksiyon ve filtrasyon gibi site fizikokimyasal yodntemlerle
ortamdan uzakkiirmak mumkindur. Fakat bu yontemler oldukca pahealetkili
olmayan yontemler olarak kabul edilmektedir. Bu ewd fizikokimyasal
yontemlere alternatif olarak ga metal iyonlarinin uzakifirilmasi amaciyla
biyosorpsiyon (biyolojik bglama) ve biyoakimulasyon (biyolojik birikme) gibi
biyolojik metodlar gektirilmistir. Bu amacla, gir metallerin mikroorganizmalar

tarafindan absorplanmasina yonelik gahlar ygunlastiriimistir [152].
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Mullen ve arkadgari [153] yaptiklari bir camada dort bakteri tartndn,
Bacillus cereusB.subtilis Escherichia colive Pseudomonas aeruginosan Ag',
Cd*, CU#*, ve L& cozeltilerinden bu metalleri bertaraf etme yetdewethi
incelemsilerdir. 0.001 mM’dan 1 mM'a kadar konsantrasyoriigrada kadmiyum
ve bakir sorpsiyonu Freundlich izotermleri argeilile tanimlanmgtir. P.
aeruginosave B. cereuta 1 mM konsantrasyonda en cok metal atiimasirufi C
ve Cd"da oldusunu ve bu bakterilerde 6teki metallerin atiimasidama az etkili
oldugunu rapor etmgierdir. Ayni calsmada Freundlich K sabitleie.coli de en
etkin olaninin C& un cikartiimasi oldgu ve B.subtilis’ te en cok C#
biyosorplandgi bildirilmistir. Solisyonda bulunan Ag+'nin bakteriler tarafnd
biyosorpsiyonunun oldukc¢a hizli olgw bildirilmistir; 1 mM soltiisyondan total
Ag'nin ortalama %89 u sorbe edilirken; Td CU* ve L& nin 1 mM
cOzeltilerinden sirasiyla sadece 12, 29, 27'siesedilmitir. Elektron mikroskobu
ile yapilan cakmalarda, L&"in igne seklinde kristalize cokeltiler olarak hiicre
ylizeyinde biriktsi gozlenmitir. Ag”nin bazen hiicre yuzeyinde kollaidal
toplanmalar seklinde ve bazende sitoplazmada cokeltikeklinde toplandii
gozlenmitir. Sorpsiyonun lokasyonunu belirlemesinde né'Gue de Ct yeterli
elektron sacilimi sgamadgi rapor edilmgtir. Bu metallerin bakteriyel tanimi ile
ilgili serilerin Ag" > La&®* > CUf* > Cd** seklinde azalmakta oldw bildirilmistir.

Sg ve Kutsal [154],Zooglae ramigeraile yaptiklar bir cagmada krom
iyonlarinin ortamdan uzakfariimasinda pH ve sicaklik etkilerini incelegi
sonuglarin  Langmuir ve Freundlich izotermlerine wyg oldysunu rapor

etmislerdir.

Nourbakhsh ve arkaglari [155] yaptiklari bir cajmada, kesikli sistemde
farkll konsantrasyonlardaki € PE* ve Cud"nin metal iyonlarinin birlikte
bulunduklar biyosorpsiyon prosesini uygulalardir. Calgilan ortam keullari
27°C, pH :2-7 arafiidir. Ayrica ayni ortam kaillar salanarak bu metallerin tek
baslarina bulunduklari biyosorpsiyon sistemi uygulagtmi Calsmanin sonunda

kursun(ll) iyonun biyosorpsiyonunun tek ¢$ma calgilmig sisteme gore
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biyosorpsiyon kapasitesinin agit) aksine krom(V1) iyonu ve bakir(ll) iyonlarinda
biyosorpsiyon kapasitelerinin azaithi rapor etmilerdir. En uygun pH deerleri
kursun(ll) iyonu igin 4.5 ve krom(VI) iyonu igin 2.0 vbakir(ll) iyonu icin 4.0
olarak tespit etmlerdir. Metallerin birlikte bulunduklari durumdaak kugun(ll)
iyonu biyosorpsiyon kapasitesi 2.5 kat agfakat krom(VI) iyonu ve bakir(ll)
iyonlarinin  biyosorpsiyon kapasitelerinin 2.5 katzakng oldugunu rapor

etmislerdir.

Bu calgsmada, Mersin ilinin 6nemli sanayi kurglarinin bulundgu bir
bdlgesinde belirlenmicssitli lokalizasyonlardan toprak érnekleri alingtir (Sekil
3.1). Calsmamiz icgin segileng@r metaller, 6zellikle metal sanayinde ¢ok kullanil
agir metallerden olan Cu, Ni, Cd, Zn, Co ve Cr duhnAn toprak érneklerindeki
agir metal diuzeylerinin belirlenmesi icin ICP (Indiwely Coupled Plasma Mass
Spectrometry) cihazi kullanilgtir. ICP analiz sonugclari alinan toprak érneklegind
Cd hari¢ dger a1r metallerin kontrol toprak origne oranla daha yiksek olglunu
gostermgtir( Cizelge 4.1 ). Bu deerler Cevre ve Orman Bakaginin diizenlensi
oldugu Toprak Kirliliginin Kontrolii Yonetmelii'nin belirledigi sinir deerlere
(Cizelge 1.2) gore ise Al, B1 bdlgelerinde Cr vekMili gi; B2 ve B3 bélgelerinde
Co, Cr ve Ni Kkirliligi goze carpmaktadir. Bu bolgelerden alinan toprak
orneklerinden izole edile®Pseudomonasp. veBacillus sp. 6rneklernini bu @ar

metaller icin gostermgioldugu MTC deserleri tespit edilmtir.

izole edilen sglarin en yiksek MTC dgrlerinin dailimi su sekildedir:
Pseudomonasp. sglarinda; KCr,O7 icin 2 mM olarak B2 ve B3 bolgelerinde,
CoCk icin 1 mM olarak Al bdlgesinde, CuQkin 5 mM olarak B2 bdlgesinde,
NiCl, icin 4 mM olarak Al bdlgesinde, Cddtin 1 mM olarak Al bdlgesinde ve
ZnCl, icin 5 mM olarak B2 bolgesinde olarak tespit edshin Bacillus sp.
suslarinda ise; KCr,O; igin 2 mM olarak B1 ve B2 bdolgelerinde, CeG¢in 0.8
mM olarak B2 bélgesinde, Cugicin icin bolgelerin hepsinde, Nigicin 2 mM
olarak Al bélgesinde, Cdg&icin icin 0.3 mM olarak B1 ve B2 boélgelerinde ve
ZnCl, icin 2 mM olarak B1, B2, B3 bolgelerinde tespitlestir.
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TUum lokalizasyonlardan alinan toprak orneklerindplam 225 adet
Pseudomonas spe 101 adet d8acillus sp izole edilmgtir. Bakteriler gik kati
agar’larda buzdolabinda + 4 °C saklagtmni izole edilen bakterilerin secilergia
metallere kay tolore edebildikleri maksimum metal konsantraggani (MTC)
belirlemek icin, bakteri hucreleri Cu&l CoChb, NiCl,, CdChL, ZnCh ve
K2Cr,O7nin degisik konsantrasyonlarini iceren Nutrient Agar’laraggiseklinde
ekilmis ve 30 °C’ de 24 saat sireyle inkilbe edijtii. Bakteri htcrelerinin
gelismelerine izin veren en yuksek metal konsantrasysacilen metalin o bakteri

icin MTC deseri olarak belirlenntir.

Al Dbolgesinde kontrol topganin yaklgik olarak 7 kati oranda Cr
bulundwgu tespit edilmgtir (Cizelge 4.1). Bu bdlgeden izole edilen bakéermn
K2.Cr,O7'ye karl gostermg olduklari MTC degerleri Sekil 4.1°'de verilmgtir. Buna
gore izole edilen 49 addseudomonasp. syunun, KCr,O;e karl gosterdgi
MTC degerinin, test bakterisi olaik.coli ATCC 11230'in gdsterngioldugu 0.4
mM deserinden kucgik olmasi, bu bdlgeden izole edilBseudomonassp.
swlarinda s6z konusu metal icin bir diren@ihi gelismemg oldugunu
gostermektedir. Ancak bu bdélgeden izole ediBacillus sp. sglarinda farkh bir
durum s6z konusuduizole edilen toplam 40 adBacillus sp. sgundan 20 adetinin
KoCrOy7 icin gosterdéi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 0.4 mM konsantrasyonun Uzerindedir. Bu sonuc Olgdaeki
Bacillus sp. sglarinda s6z konusu metal icin bir direngiti var oldigunu

gOstermektedir.

Al bélgesinde kontrol topgandaki Cd* oranindan (Cizelge 4.1) daha az
Cd®* orani icerdii tespit edilmitir. Bu bélgeden izole edilen bakterilerin Cd@l
karsi gostermg oldusu MTC deserleri Sekil 4.2’de verilmstir. Buna gore izole
edilen 49 adetPseudomonasp. ve 40 adeBacillus sp. sglarinin CdC}'e karsi
gostermg olduklari MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olai.coli ATCC 11230
swunun gostermi oldugu 0.4 mM dgerinden kicuk olmasi bu bdélgeden izole
edilen Pseudomonasp. ve Bacillus sp. sglarinda, s6z konusu metal icin bir

direngliligin gelismedigini gostermektedir.
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Al bolgesinde kontrol topgandaki Zrf* oranindan (Cizelge 4.1) bir kat
daha fazla Zfi orani icerdii tespit edilmitir. Bu bélgeden izole edilen bakterilerin
ZnCly'e karsi gostermg oldugu MTC deserleri Sekil 4.3'de verilmgtir. Buna gore
izole edilen 49 adetPseudomonasp. ve 40 adeBacillus sp. sglarinin ZnCl'e
karsi gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olar.coli ATCC
11230 sgunun gosternsi oldugu 1.0 mM dgerinden kicik olmasi bu bolgeden
izole edilenPseudomonasp. veBacillus sp. sglarinda, s6z konusu metal icin bir

direncliligin gelismedigini goéstermektedir.

Al bolgesinde kontrol topgandaki NF* oranindan (Cizelge 4.1) yakla
olarak iki kati oranda NI icerdigi tespit edilmjtir. Bu bélgeden izole edilen
bakterilerin NiCh'e karsl gostermg oldusu MTC deserleri Sekil 4.4’de verilmitir.
Buna gore izole edilen 49 addPseudomonasp. sglarinin 32 adetinin NiGle
karsi gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olatk.coli ATCC
11230 sgunun gostermgi oldugu 1.0 mM dgeri ile aynidir. 13 sgia ise bunun
Uzerinde bir dger kaydedilmgtir. Bu durum, bu bdlgeden izole edilen
Pseudomonasp. syglarinda, s6z konusu metal icin belirli bir diretigin gelismis
oldugunu gostermektedir. Ancak bu bdlgeden izole edBawillus sp. sglarinda
farkh bir durum s6z konusuduizole edilen toplam 40 ad&acillus sp. sgundan
37 adetinin NiC} icin gosterdéi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli ATCC
11230'In gostermi oldusu 1.0 mM konsantrasyonunasite veya bu dgerin
altindadir. Bu sonu¢ bu bélgeddkacillus sp. sglarinda s6z konusu metal icin bir
direngliligin bulunmadgini gostermektedir.

A1l bélgesinde kontrol topgandaki CG* oraninin (Cizelge 4.1) yalge iki
katl oranda CU icerdigi tespit edilmitir. Bu bolgeden izole edilen bakterilerin
CoClk'e kari gostermg oldugu MTC deserleri Sekil 4.5'de verilmgtir. Buna gore
izole edilen 49 adet Pseudomonassp. sglarinin 48 adetinin CoGk kari
gostermg olduklari MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olai.coli ATCC 11230
swsunun gostermgioldugu 0.4 mM dgerine gdeger veya bu dgerin altinda olmasi
bu bdélgeden izole edileRseudomonasp. sglarinda, s6z konusu metal igin bir
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direncliligin gelismems oldugunu géstermektedir. Ayni durum bu bdlgeden izole
edilenBacillussp. sylari icinde gecerlidir. Bu bolgeden izole edileplaon 40 adet
Bacillus sp. sgunun CoC} i¢in gosterdéi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli
ATCC 11230'in gostermngioldugu 0.4 mM konsantrasyonunaiteveya bu dgerin
altindadir. Bu sonu¢ bu bélgeddkacillus sp. sglarinda s6z konusu metal icin bir

direncliligin bulunmadgini géstermektedir.

Al bélgesinde kontrol topgendaki Cd" oranindan (Cizelge 4.1) iki kat
daha fazla oranda €U icerdizi tespit edilmjtir. Bu bolgeden izole edilen
bakterilerin CuCl'e karsi gostermg oldusu MTC degerleri Sekil 4.6’de verilmgtir.
Buna gore izole edilen 49 adétseudomonasp. ve 40 adeBacillus sp. sglarinin
hepsinin CuGle kari gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olan
E.coli ATCC 11230 sgunun goésterngioldugu 2.0 mM dgerinin altinda olmasi bu
bdlgeden izole edileRseudomonasp. veBacillus sp. sglarinda, s6z konusu metal

icin bir direngliligin gelismems oldugunu gostermektedir.

B1 bolgesinde kontrol topgandaki CP* oraninin (Cizelge 4.1) yaldek
olarak 4.5 kati oranda daha fazl&®QOcerdigi tespit edilmitir. Bu bélgeden izole
edilen bakterilerin KCr,O7'e kari gostermg olduzu MTC deserleri Sekil 4.7'de
verilmistir. Buna gore izole edilen 50 add®seudomonasp.syunun 44 adetinin
KoCr,O7'e karsi gosterdgi MTC degeri, test bakterisi olai.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 0.4 mM dgerinden yuksek olmasi, bu bélgeden izole edilen
Pseudomonassp. sglarinda s6z konusu metal icin bir diren@ih gelismis
oldugunu gostermektedir. Ayni durum bu bolgeden izoldeadacillus sp. sylari
icinde gecerlidir.izole edilen toplam 42 add&acillus sp. syundan 38 adetinin
KoCrO;7 icin gosterdéi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 0.4 mM konsantrasyonun Uzerindedir. Bu sonug Olgdaeki
Bacillus sp. sglarinda s6z konusu metal i¢in bir direngih var oldgunu

gostermektedir.

B1 bolgesinde kontrol topgendaki Zrf* oraninin (Cizelge 4.1) 2.5 kati
oranda ZA" icerdigi tespit edilmitir. Bu bolgeden izole edilen bakterilerin Zn@l
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karsi gostermg oldusu MTC deserleri Sekil 4.8’de verilmgtir. Buna gore izole
edilen 50 adetPseudomonasp.sgunun 35 adetinin Zn@k kari gosterdgi MTC
degeri, test bakterisi olarE.coli ATCC 11230'in go6stermi oldugu 1.0 mM
degerinden dgutk olmasi, bu bélgeden izole edilBseudomonasp. sglarinda stz
konusu metal icin bir direnclgin gelismemi oldugunu gostermektedir. Ayni
durum bu bolgeden izole edilduacillus sp. sylari icinde gecerlidirizole edilen
toplam 42 adeBacillus sp. syundan 37 adetinin Znglgin gosterdii MTC deseri
kontrol bakterisi E.coli ATCC 11230'In gOstermgi oldusu 1.0 mM
konsantrasyondan glikttiir. Bu sonu¢ bu boélgedeBacillus sp. sglarinda s6z

konusu metal icin bir direncliin bulunmadgini gostermektedir.

B1 bolgesinde kontrol topgendaki NF* oranindan (Cizelge 4.1) 4.5 kat
daha fazla oranda RNi icerdizi tespit edilmiti. Bu bélgeden izole edilen
bakterilerin NiCh'e karsl gostermg oldusu MTC deserleri Sekil 4.9'de verilmitir.
Buna gore izole edilen 50 addPseudomonasp. sglarinin 38 adetinin NiGle
karsi gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olaik.coli ATCC
11230 sgunun gostermgioldugu 1.0 mM dgerine gdeger veya bu dgerin altinda
olmasi bu bdlgeden izole edil@seudomonasp. sglarinda, s6z konusu metal icgin
bir direncliligin gelismemg oldugunu gdstermektedir. Ayni durum bu bdlgeden
izole edilenBacillus sp. sglari icinde stz konusuduizole edilen toplam 42 adet
Bacillus sp. sgunun hepsinin NiGlicin gosterdii MTC degeri kontrol bakterisi
E.coli ATCC 11230'in gostermioldugu 1.0 mM konsantrasyonunaiteveya bu
degerin altindadir. Bu sonu¢ bu boélged@&acillus sp. sglarinda s6z konusu metal
icin bir direngliligin bulunmadgini gostermektedir.

B1 bolgesinde kontrol topgendaki CS* oranindan (Cizelge 4.1) 2.5 kat
daha fazla oranda €0 icerdizi tespit edilmjtir. Bu bélgeden izole edilen
bakterilerin CoCle karl gostermy oldusu MTC deserleri Sekil 4.10'da
verilmistir. Buna gore izole edilen 50 ad&seudomonasp. sglarinin 42 adetinin
CoClL'e kari gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olai.coli
ATCC 11230 sgunun gostermioldugu 0.4 mM dgerine gdeger veya bu dgerin
altinda olmasi bu bdlgeden izole edilereeudomonasp. sglarinda, s6z konusu
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metal icin bir direnclilgin gelismems oldugunu gostermektedir. Ayni durum bu
bdlgeden izole edileBacillus sp. sylari icinde gecerlidir. Bu bélgeden izole edilen
toplam 42 adeBacillus sp. sgundan 39 adetinin Cog&igin gosterdsi MTC degeri
kontrol bakterisi E.coli ATCC 11230'In gOstermgi oldusu 0.4 mM
konsantrasyonunasié veya bu dgerin altindadir. Bu sonug bu bélgeddacillus

sp. sylarinda s6z konusu metal icin bir direngifi bulunmadgini géstermektedir.

B1 bélgesinde kontrol topgandaki C§* oranindan (Cizelge 4.1) yaklk
olarak 2.5 kat daha fazla oranda®Cigerdisi tespit edilmitir. Bu bélgeden izole
edilen bakterilerin CuGle kari gostermg oldugu MTC deserleri Sekil 4.11'de
verilmistir. Buna gore izole edilen 50 ad&seudomonasp. ve 42 adéBacillus sp.
swlarinin hepsinin CuGle kari gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol
bakterisi olanE.coli ATCC 11230 sgunun gostermsi oldugu 2.0 mM dgerinin
altinda olmasi bu bélgeden izole ediRseudomonasp. veBacillus sp. sglarinda,

s6z konusu metal icin bir direncfiln gelismemg oldugunu gostermektedir.

B1 bolgesinde kontrol topgendaki Cd* oranindan (Cizelge 4.1) daha az

Cd®* orani icerdii tespit edilmitir. Bu bélgeden izole edilen bakterilerin Cd@l
kargi gostermg oldugsu MTC deserleri Sekil 4.12'de verilmgtir. Buna gore izole
edilen 50 adet Pseudomonasp. sglarinin 47 adetinin ve 42 ad@&acillus sp.
swlarinin hepsinin CdGle kari gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol
bakterisi olanE.coli ATCC 11230 sgunun gostermgi oldugu 0.4 mM dgerinden
kicuk olmasi bu bdlgeden izole edileeeudomonasp. veBacillus sp. sglarinda,
s6z konusu metal icin bir direncfiln gelismedigini gbstermektedir.

B2 bolgesinde kontrol topgandaki CP* oraninin (Cizelge 4.1) yaldek
olarak 2.5 katl oranda daha fazIaG*O'gerd'gi tespit edilmgtir. Bu boélgeden izole
edilen bakterilerin KCr,O;'e kari gostermg olduzu MTC deserleri Sekil 4.13'de
verilmistir. Buna gore izole edilen 123 ad&seudomonasp.syunun 117 adetinin
K.Cr,O7'e karsi gosterdgi MTC degeri, test bakterisi olai.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 0.4 mM dgerinden yuksek olmasi, bu bélgeden izole edilen

Pseudomonassp. sglarinda s6z konusu metal icin bir diren@ih gelismis
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oldugunu gostermektedir. Ayni durum bu boélgeden izoldeadacillus sp. sylari
icinde gecerlidir.izole edilen toplam 41 add&acillus sp. syundan 38 adetinin
KoCrOy7 icin gosterdéi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 0.4 mM konsantrasyonun Uzerindedir. Bu sonug Olgdaeki
Bacillus sp. sglarinda da s6z konusu metal icin bir direngiii var oldigunu

gostermektedir.

B2 bdlgesinde kontrol topgendaki Cd* oranindan (Cizelge 4.1) daha az
Cd?* orani icerdii tespit edilmitir. Bu bélgeden izole edilen bakterilerin Cd@l
karsi gostermy oldusu MTC deserleri Sekil 4.14’de verilmgtir. Buna gore izole
edilen 123 adet Pseudomonasp. sglarinin ve 41 adeBacillus sp. sglarinin
hepsinin CdGle kari gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olan
E.coli ATCC 11230 sgunun gostermsi olduzu 0.4 mM dgerine git veya bu
deserden digik olmasi bu bodlgeden izole edil@seudomonasp. veBacillus sp.

suslarinda, s6z konusu metal i¢in bir direnglih gelismedigini gostermektedir.

B2 bélgesinde kontrol topgendaki Zrf* oraninin (Cizelge 4.1) 2.5 kati
oranda ZA" icerdigi tespit edilmitir. Bu bolgeden izole edilen bakterilerin Zn@l
kargi gostermg oldugsu MTC deserleri Sekil 4.15'de verilmgtir. Buna gore izole
edilen 123 adet Pseudomonasp.syunun 53 adetinin Zn@k karsi gosterdgi
MTC degeri, test bakterisi olai.coli ATCC 11230'in gostermioldugu 1.0 mM
deserinden yuksek olmasi, bu boélgeden izole edRseudomonasp. syglarinda
s6z konusu metal icin bir direncfiin gelismekte oldgunu gostermektedir. Ancak
bu boélgeden izole edileBacillus sp. sglarinda durum farkliik géstermektedir.
izole edilen toplam 41 adBacillus sp. syundan 38 adetinin Znglgin gosterdgi
MTC deseri kontrol bakterisiE.coli ATCC 11230'in gostermgioldugu 1.0 mM
konsantrasyondan glikkttir. Bu sonu¢ bu bolgedelBacillus sp. sglarinda s6z
konusu metal icin bir direnglgin bulunmadgini gostermektedir.

B2 bélgesinde kontrol topgandaki NF* oranindan (Cizelge 4.1) 4.8 kat
daha fazla oranda RNi icerdizi tespit edilmiti. Bu bélgeden izole edilen

bakterilerin NiCl'e kari gostermg oldusu MTC deserleri Sekil 4.16’de

93



verilmistir. Buna gore izole edilen 123 adePseudomonasp. sglarinin 104
adetinin NiCj'e ka1 gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olan
E.coli ATCC 11230 sgunun gostermgi oldugu 1.0 mM dgerine gdeger veya bu
degerin altinda olmasi bu bdlgeden izole edirseudomonasp. sglarinda, s6z
konusu metal icin bir direnclgin gelismemi oldugunu gostermektedir. Ayni
durum bu bdlgeden izole edilé®acillus sp. sglari icinde s6z konusuduizole
edilen toplam 41 adeBacillus sp. sgunun hepsinin NiGl i¢cin gosterdii MTC
degeri kontrol bakterisi E.coli ATCC 11230'in gostermngi oldugu 1.0 mM
konsantrasyonunasié veya bu dgerin altindadir. Bu sonug bu bdlgeddacillus

sp. sylarinda s6z konusu metal icin bir direngifi bulunmadgini géstermektedir.

B2 bolgesinde kontrol topgendaki CS* oranindan (Cizelge 4.1) 2.5 kat
daha fazla oranda €0 icerdizi tespit edilmjtir. Bu bolgeden izole edilen
bakterilerin CoClfe karl gostermy oldugsu MTC deserleri Sekil 4.17'de
verilmistir. Buna gore izole edilen 123 adePseudomonasp. sglarinin 114
adetinin CoCle karsi gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi olan
E.coli ATCC 11230 sgunun gostermgi oldugu 0.4 mM dgerine gdeger veya bu
degerin altinda olmasi bu bdlgeden izole ediseudomonasp. sglarinda, s6z
konusu metal icin bir direncliin gelismemi oldugunu gostermektedir. Ayni
durum bu bdlgeden izole edil&acillus sp. sglari icinde gecerlidir. Bu boélgeden
izole edilen toplam 41 ad@&acillus sp. syundan 36 adetinin Co&licin gosterdgi
MTC deseri kontrol bakterisiE.coli ATCC 11230'in gostermioldugu 0.4 mM
konsantrasyonunasié veya bu dgerin altindadir. Bu sonu¢ bu bolgedd&acillus

sp. sylarinda s6z konusu metal igin bir direnglih bulunmadgini gostermektedir.

B2 bolgesinde kontrol topgandaki C§* oranindan (Cizelge 4.1) yaklk
olarak 3 kat daha fazla oranda’Cicerdisi tespit edilmitir. Bu bélgeden izole
edilen bakterilerin CuGle kari gostermg oldugu MTC deserleri Sekil 4.18'de
verilmistir. Buna gore izole edilen 123 ad&seudomonasp.sgunun 91 adetinin
CuCk'e kar1 gosterdgi MTC degeri, test bakterisi olaft.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 1.0 mM dgerinden dguktir. Ancak 32 adePseudomonas sp.

swunda 5mM CuGClyi tolere edebilmektedir. Bu durum B2 bdlgesindizole
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edilen Pseudomonassp. suglarinda s6z konusu metal icin bir direngih
gelismekte oldgunu gostermektedir. Ancak bu bélgeden izole edsanillus sp.
suslarinda durum farkhlik gostermektedizole edilen toplam 41 ad@&acillus sp.
swunlarinin hepsinin Cugligin gosterdéi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli
ATCC 11230'in gostermioldugu 1.0 mM konsantrasyonaieveya diguktir. Bu
sonu¢ bu bdlgedelBacillus sp. sglarinda s6z konusu metal icin bir direngik

bulunmadgini gostermektedir.

B3 bolgesinde kontrol topgandaki CP* oraninin (Cizelge 4.1) yaldek
olarak 2.3 kati oranda daha fazl&QOcerdigi tespit edilmitir. Bu bélgeden izole
edilen bakterilerin KCr,O7'e karl gostermg oldugu MTC deserleri Sekil 4.19'da
verilmistir. Buna gore izole edilen 50 add®seudomonasp.syunun 25 adetinin
K.Cr,O7'e kari gosterdgi MTC degeri, test bakterisi olai.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 0.4 mM dgerinden yuksek olmasi, bu bélgeden izole edilen
Pseudomonassp. sglarinda s6z konusu metal icin bir diren@ih gelismis
oldugunu gostermektedir. Ayni durum bu bolgeden izoldeadacillus sp. sylari
icinde gecerlidir.izole edilen toplam 38 add&acillus sp. syundan 37 adetinin
KoCrO; icin gosterdéi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli ATCC 11230'in
gostermg oldugu 0.4 mM konsantrasyonun Uzerindedir. Bu sonug Olgdaeki
Bacillus sp. sglarinda da s6z konusu metal icin bir direngiii var oldigunu

gostermektedir.

B3 bolgesinde kontrol topgandaki Cd* oranindan (Cizelge 4.1) daha az

Cd®* orani icerdii tespit edilmitir. Bu bélgeden izole edilen bakterilerin Cd@l
kargi gostermy oldusu MTC deserleri Sekil 4.20’de verilmgtir. Buna gore izole
edilen 50 adet Pseudomonasp. sglarinin 44 adetinin ve 38 ad@&acillus sp.
swlarinin hepsinin CdGle kari gostermg olduklari MTC dgerleri kontrol
bakterisi olarE.coli ATCC 11230 sgunun gostermioldugu 0.4 mM dgerine git

veya bu dgerden dgik olmasi bu bdlgeden izole edildtseudomonasp. ve
Bacillus sp. sglarinda, s6z konusu metal icin bir direngiti gelismedgini

gostermektedir.
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B3 bolgesinde kontrol topgendaki Zrf* oraninin (Cizelge 4.1) 1.8 kati
oranda ZA" icerdigi tespit edilmitir. Bu bolgeden izole edilen bakterilerin Zn@l
karsi gostermg oldugsu MTC deserleri Sekil 4.21'de verilmgtir. Buna gore izole
edilen 50 adet Pseudomonasp.sgyunun 41 adetinin ve 38 ad&acillus sp.
swundan 37 adetinin Zngé karsi gosterdgi MTC degerleri, test bakterisi olan
E.coli ATCC 11230'in gostermgioldugu 1.0 mM’a it veya bu dgerden dgik
olmasi, bu bélgeden izole edilétseudomonasp. veBacillus sp. sglarinda stz
konusu metal icin bir direncgliin bulunmadgini gostermektedir

B3 bolgesinde kontrol topgendaki NF* oranindan (Cizelge 4.1) 6 kat daha
fazla oranda Ni icerdigi tespit edilmitir. Bu bélgeden izole edilen bakterilerin
NiCl,'e karsl gostermg oldugu MTC deserleri Sekil 4.22'de verilmgtir. Buna gore
izole edilen 50 adetPseudomonasp. sglarinin hepsinin NiGle kar gostermg
olduklart MTC degerlerinin, kontrol bakterisi olar.coli ATCC 11230 sgunun
gostermg oldugu 1.0 mM dgerine gdeger veya bu dgerin altinda olmasi bu
bblgeden izole edilelPseudomonasp. sglarinda, s6z konusu metal igin bir
direncliligin gelismems oldugunu géstermektedir. Ayni durum bu bdlgeden izole
edilen Bacillus sp. sglar icinde s6z konusudurzole edilen toplam 38 adet
Bacillus sp. sgunun hepsinin NiGlicin gosterdsi MTC degeri kontrol bakterisi
E.coli ATCC 11230'in gostermioldugu 1.0 mM konsantrasyonunaiteveya bu
degerin altindadir. Bu sonuc bu bélged@&acillus sp. sglarinda s6z konusu metal

icin bir direncliligin bulunmadgini géstermektedir.

B3 bolgesinde kontrol topgandaki CS* oranindan (Cizelge 4.1) 2.75 kat
daha fazla oranda €0 icerdizi tespit edilmjtir. Bu bolgeden izole edilen
bakterilerin CoCle karl gostermg oldusu MTC deerleri Sekil 4.23'te
verilmistir. Buna gore izole edilen 50 ad&seudomonasp. syglarinin 36 adetinin
CoClL'e kari gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol bakterisi ola.coli
ATCC 11230 sgunun gostermioldugu 0.4 mM dgerine gdeger veya bu dgerin
altinda olmasi ve 0.4 mM’'In Uzerinde géelere sahip 14 add®seudomonasp
swunun bulunmasi bu bélgeden izole edilPseudomonasp. syglarinda, s6z

konusu metal i¢in bir direncliiin gelismekte oldgunu gostermektedir. Ancak ayni
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durum bu bdlgeden izole edildBacillus sp. syglan icinde gecerli d&ldir. Bu
bdlgeden izole edilen toplam 38 adBcillus sp. syundan 37 adetinin Cog&lgin
gosterdgi MTC degeri kontrol bakterisiE.coli ATCC 11230'in gdstermioldugu
0.4 mM konsantrasyonungieveya bu dgerin altindadir. Bu sonu¢ bu boélgedeki
Bacillus sp. sglarinda stz konusu metal icin bir direngih bulunmadgini

gostermektedir.

B3 bolgesinde kontrol topgandaki CE* oranindan (Cizelge 4.1) yaklk
olarak 2.7 kat daha fazla oranda®Cigerdisi tespit edilmitir. Bu bélgeden izole
edilen bakterilerin CuGle kari gostermg oldugu MTC deserleri Sekil 4.24’de
verilmistir. Buna gore izole edilen 50 ad&seudomonasp. ve 38 adéBacillus sp.
swlarinin hepsinin CuGle kari gostermg olduklart MTC dgerlerinin, kontrol
bakterisi olanE.coli ATCC 11230 sgunun gostermsi oldugu 2.0 mM dgerinin
altinda olmasi bu bélgeden izole ediRseudomonasp. veBacillus sp. sglarinda,

s6z konusu metal icin bir direncfiln gelismemg oldugunu gostermektedir.

En yuksek MTC dgerine sahip olanlar arasindan secilen 36 adet hd&te
plazmid DNA varlgini argtirmak icin bu sglardan plazmid DNA izolasyonu
yapilms, bu sglardan sadece 8 adedinde buyuklikleri 2.1 ve 1.8l&b 2 adet, bir
swta 28 kb, 2.1 kb ve 1.8 kb biuyukiinde 3 adet plazmid tespit ediktm (Sekil
4.25). Plazmid iceren bu gar Ni, Zn, Cu ve Cr @r metallerine kan belirli bir
dirence sahiptir (Cizelge 4.3). Ancakgdr metallere direncli slarda bu ve buna
benzer Dbuyukliklerde plazmidlere rastlanmgnaolmasi Qekil 4.26), metal
direnglilik informasyonunun plazmid kodlu olmgdiizlenimi vermektedir. S6z
konusu direncligin kromozomal kdkenli oldgu sdylenebilir. Bu sonug, metal
kontaminasyonuna uzun yillar maruz kaini6lgenin bakteri populasyonu icin
beklenen bir sonuctur. Cinki plazmid kodlu dirdikclu tip adaptasyonlarda ilk
tercih edilen genetik bilgiyi transfer etme bicimmidUzun sureli maruziyetler s6z
konusu genetik informasyonlarin daha kalici @gldikromozoma tanmasi igin

yeter zamani ggamaktadir.
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Alinan toprak orneklerinden izole edildhseudomonassp. ve Bacillus
sp.’lerden yuksek MTC derlerine sahip olan slarin 5 adedi biyosorpsiyon
deneyleri icin secilerek biyosorpsiyon hizlar iesglilmistir (Cizelge 4.3). Secilen
swlarin biyosorpsiyon deneyleri sonucunda Ni, Cu, ¥a Cr metallerinin
biyosorpsiyon hizlarinin zamanaghaolarak azaldil gézlenmgtir. Co metalinin
hiicre ici ve du dersimlerinin diizensiz olarak agtive azal gostermesinden
dolay! Co elementinin adsorpsiyon hizi hesaplanagtanmBu durum adsorpsiyon
ve desorpsiyon olaylarinin ayni anda gerggideizlenimi vermitir. Cizelge 4.3'e
bakildginda biyosorpsiyon c¢amalarinda kullanilan metallerin  adsorpsiyon
hizlarinin en yiiksekten en dige dgru Zrf*>Cr*>Cu**>Ni**>Cc** sekilinde
siralanmakta oldtu gozlenmgtir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Cevredeki gir metallerin toksik seviyelerinin vagh butiin canhlar igin
olumsuz etkiler olgturabilmektedir. Cgtli mikroorganizmalar bu metallerin
varhginda kromozom, plazmid veya transpozonda kodlanmetal direnclilik
mekanizmalari aracgi ile baarili uyum mekanizmalarina sahiptirler. Ginimuzde
metal direnclilgi icin bes biyokimyasal ve bir biyokimyasal olmayan mekanizma
tanimlanmgtir. Bu mekanizmalar kullanilarak ginimuzin Onetili cevresel

sorunu haline gelenga metal kirliligine ¢éztumler Uretilmektedir.

Agir metal kontaminasyonu bulunan cevrelerdegatidakteri sglarinin
izolasyonu, metal kirliginin bertarafi amaciyla gstirilecek olan yeni
biyoteknolojik yaklaimlar icin kullanilabilecek mikroorganizmalaringi@nmasini
mimkin hale getirmesi bakimindan énemlidirsiQieagir metallerle kontamine
olan farkli cevrelerden izole edilen g bakteri sglarinda yeni genetik
Ozelliklerin (plazmid veya transpozon) ortaya cikaasi, bu tip @r metal
kontaminasyonu bulunan cevrelerde bakteriler tadain gektirilen adaptasyon
mekanizmalarinin  aydinlatilmasinda yararli  olacaktiAyrica kontamine
bolgelerden farkli @ar metallere direncli dgal bakteri sglarinin izole edilerek
koleksiyonlarinin hazirlanmasi, kirlilik problemmioldusu bdlgelerde bu dial
swlarin kullaniimasiyla etkin bicimde bertaraf edibhecisindan gereklidir. Bu
sebepten dolayr 0Ozellikle de bakterilerde bulunagir ametal direnclilik
mekanizmalarinin anddmasi, biyoremediasyon teknolojileri acisindandu&ca

onemlidir.

Metal direcliliginin genetik temellerinin ang@masi cevresel uygulamalar
icin dnemli bir bilgi birikimidir. Genetik manipusyon tekniklerindeki gejimeler,
kontamine cevrelerin temizlenmesi icin super akiatiil bakterilerin ve bitkilerin
gelistiriimesini mumkidn kilmaktadir. Ancak mikroorganiatarin 6zellikle de
bakterilerin metal direclilik mekanizmalari hakkentiala @renilmesi gereken pek
cok konu bulunmaktadir. S6z konusu noktalarin dgtiimasi yeni cevresel

remediasyon proseslerinin ggiiilmesi icin bglangi¢c noktalari olacaktir.
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