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Atik sudan izole edilen Pseudomonas spp. suslan ile kursun ve
nikel agir metallerinin giderimi

Berrin KELOGLU', Sahlan OZTURK?, Siileyman YALCIN®

OZET

Amacg: Son yillarda endustriyel ve teknolojik
gelismelerden kaynaklanan atiklarin cevreye olumsuz
etkilerini ortadan kaldirmak veya azaltmak igin atik
su antiminda kullanilan klasik yontemlerin yerine
biyoteknolojik ~ yontemler  tercih  edilmektedir.
spp.

calismalarinda cevre kirliligine neden olan kirletici

Pseudomonas suslan cevresel biyoteknoloji
faktorleri yok etme kabiliyetleri nedeniyle tercih
edilmektedir. Bu calismada, atik sudan izole edilen 40
adet Pseudomonas cinsi bakteri kullamlarak insanlar
ve diger canli organizmalar icin toksik olan kursun ve
nikel metallerinin giderim mekanizmasi incelenmistir.
Bu calisma ile endustriyel ve evsel atik sulardaki
agir metallerin canli mikroorganizmalar ile giderimi

calismalarina katki saglanmasi amaglanmistir.

Yontem: Bu calisma icin atik su antma tesisinin
cesitli havuzlarindan izole edilen toplam 40 adet
Pseudomonas spp. ile kursun ve nikel metallerine
olan direnc ve tolerans tespiti calismalar yapilmistir.
Belirlenen LC50 degerleri ile hiicre ylizeyine tutunma
ve hiicre icine alinim olmak Uizere biyobirikim deneyleri

gerceklestirilmistir.

ABSTRACT

Objective: In recent vyears, biotechnological
methods are preferred instead of classical methods used
in wastewater treatment in order to eliminate or reduce
the negative effects of wastes on the environment
arising from industrial and technological developments.
Pseudomonas spp. are preferred in environmental
biotechnology studies because of their ability to remove
pollutant factors that cause serious environmental
pollution. In this study, the removal mechanism of lead
and nickel metals which are toxic for humans and other
living organisms were investigated with 40 Pseudomonas
genus bacteria which isolated from waste water. With
this study, it is aimed to contribute to the removal works
of heavy metals in industrial and domestic wastewater
by living microorganisms.

Methods: 40 Pseudomonas spp. which were isolated
from the pools of wastewater treatment plant, have
tolerance and resistance tests for lead and nickel.
Bioaccumulation tests were performed using the
determined LC50 values and the removal of metal ions
by the Pseudomonas spp. was evaluated as cell uptake

and cell surface involvement.
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Bulgular: izolatlardan 22 tanesi P aeruginosa,
11 tanesi P stutzeri, yedi tanesi de P mendocina
olarak tanimlanmistir. Suslarin 50 ppm metal iceren
besiyerlerinde 37°C’deki inkiibasyonu sonrasi, lireme
yogunluklarn dogrultusunda her bir metal icin en
direncli bes adet izolat belirlenmistir. Pseudomonas
spp.’ler metal toleranslarinin tespiti amaciyla 50
ppm, 100 ppm, 200 ppm ve 400 ppm kursun ve nikel
iceren ayr besiyerlerinde 24 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilarak % olim ve LC50 degerleri hesaplanmistir.
Bu calismanin sonucunda; en direncli suslar Pb (+2)
icin P aeruginosa BK14, Ni (+2) icin P. stutzeri BK23
olarak belirlenmistir. LC50 degerlerinde metal iceren
besiyerlerinde 37°C’de tekrar inkiibasyona birakilan
BK23 ve BK14 suslarinda sirasi ile 10. ve 30. dakikalarda
ve 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 ve 24. saatlerde biyobirikim
deneyleri yapilmistir. Metallerin giderimi, hiicre
ylizeyine adsorbsiyon ve hiicre icine alinim seklinde
gerceklesmistir. P aeruginosa BK14 susu ile 204,30
ppm Pb (+2)’nin %56’s1 hiicre yiizeyinde olmak Ulzere
% 84 giderim; P stutzeri BK23 susu ile 186,21 ppm Ni
(+2)’in %47’si hucre yuzeyinde olmak uzere toplamda
%76 giderim gerceklesmistir.

Sonug: Elde edilen sonuclara gore her iki metal icin
de giderim daha cok hiicre ylizeyine tutunma yolu ile
olmustur. Bu calisma ile ilk defa kursun ve nikele direncli
canli Pseudomonas spp.’ler ile agir metal giderim
mekanizmasi hiicre ylizeyine tutunma ve hiicre icine

alimm seklinde mukayeseli olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, nikel, agir metal,

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri

Results: 22 identified as P

aeruginosa, 11 were P. stutzeri and seven were P.

isolates were

mendocina After incubation of bacteria strains at
37°C for 24 hours in media containing 50 ppm metal,
the most resistant five isolates were determined for
each metal. For determination of metal tolerances,
Pseudomonas spp. are incubated at 37°C for 24 hours
on separate media containing 50 ppm, 100 ppm, 200
ppm and 400 ppm lead and nickel and the % of death
and LC50 values were calculated. According to results
of this study, it was determined that isolates highest
metal tolerance for Pb (+2) is P aeruginosa BK14
and for Ni (+2) is P stutzeri BK23. Bioaccumulative
assays were performed at 10, 30 minutes and at the
1st, 2nd, 4th, 8th, 12th, 16th, 20th and 24th hours,
respectively. Removal of the metals was carried out
on the cell surface by adsorption and cell uptake.
P. aeruginosa BK14 strain removed 84 % of 204,30
ppm Pb (+2) in total, as which 56 % of on the cell
surface and P. stutzeri BK23 strain removed the 76
% of 186,21 ppm Ni (+2) in total, as which 47 % of on
the cell surface.

Conclusion: According to the results obtained,
the removal of both metals was mostly due to the
attachment to the cell surface. In this study, the heavy
metal removal mechanism with live Pseudomonas
spp-Which resistant to lead and nickel was evaluated
as comparative to cell surface attachment and cell

uptake for the first time.

Words: Lead,

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri

Key nickel, heavy metal,

GIRIS

Su butun canlilar icin hayati oneme sahiptir.
Diinyadaki hizli nufus artisi, endustriyel kuruluslarin
artmas1 ve tanmsal faaliyetler sonucu temiz su
kaynaklarinda ciddi bir
Yapilan arastirmalar bugiinkii kosullarin degismeden

azalma yasanmaktadir.

devam etmesi durumunda, diinyadaki temiz ve
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kullanilabilir su kaynaklarinin tiikenecegini; su
anda dahi diinya nifusunun %40’1m1 barindiran 80
Ulkenin temiz su sikintist cektigini gOstermistir
(1). Ozellikle agir metal endiistrilerinin atiklan ile
topragin ve suyun kirlenmesi, havaya karisan zararli

maddelerin yagmurlarla suya ve topraga karismasi,



evsel atik sularin dogaya karismasi, denize dokiilen
petrol ve kat1 atiklarin artmasi ve buna benzer
bircok ornek, su kirliliginin artik doganin dengesini
bozuyor oldugunun birer kanmtidir. Gelecekteki su
yoksunluguna onlem olmasi ve doganin dengesini
korumak icin, su artiminin verimli sekilde yapilmasi
gerekmektedir. Bircok canli icin toksik olan agir
metallerin atik sudan gideriminde farkli yontemler
(2).

kullanilan ¢oktiirme, buharlastirma, iyon degisimi

kullanlmaktadir Sudan metal gideriminde
ve membran yardimi ile ayirma gibi yontemlerin
pahali ve zahmetli olmasi bu alanda kullanilacak
alternatif cozim arayisina neden olmaktadir (3). Son
yillardaki endustriyel ve teknolojik gelismeler sonucu
ortaya cikan atik maddelerin cevreye olan olumsuz
etkilerini ortadan kaldirmak veya azaltmak icin, atik
maddelerin gideriminde kullanilan klasik yontemler
yerine biyoteknolojik yontemler tercih edilmektedir.
Bu uygulamalar ile atik maddelerin geri kazanimi,
hedefi haline

gelmistir. Bu sekilde; hem endiistriyel atik maddelerin

cevre dostu teknolojilerin temel

biyoteknolojik yontemler ile geri kazanilmasi ve tekrar
ham madde olarak kullanilmasi gerceklestirilecek;
hem de tarim, kozmetik, saglik, petrol endistrisi
ve cevre teknolojisi gibi alanlarda degerlendirilmesi
saglanmis olacaktir (4). Yasayan veya yasamayan

mikroorganizmalar, secici olarak, atik sulardaki
inorganik iyonlar biriktirme ve ayirmada yiksek bir
potansiyele sahiptirler (5). Toprakta ve atik suda
yaygin olarak bulunan Pseudomonas cinsi bakteriler
ise cevre kirliligi bakimindan risk olusturan kirletici
faktorlerin giderimindeki kabiliyetleri sebebiyle
cevre biyoteknolojisine yonelik calismalarda tercih
edilmektedir. Bu calismada da atik su aritma tesisinden
alinan su 6rneklerinin genel florasinda yogun olarak
bulundugu tespit edilen Pseudomonas spp. suslar
ile insanlar ve diger canlilar icin toksik etkiye
sahip olan kursun ve nikel metallerinin giderimi ve
biyobirikim mekanizmalar incelenmis; agir metaller
ile kirlenen sularin canli mikroorganizmalar ile aritim

calismalarina katki saglanmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

izolatlarin Tespiti ve Tamimlanmasi:

Nevsehir Hacibektas Veli Universitesi Fen Bilimleri
Enstitusu bunyesinde yiiksek lisans tezi olarak 2016
Nevsehir Atik
Su Antma Tesisinde bulunan aritma islemlerinin

yiinda gerceklestirilen calismada,

her bir basamagina ait havuzlardan su numuneleri
alinmistir. Numuneler her bir petri kutusuna 1 mL
olacak sekilde dokme plak yontemiyle Pseudomonas
Agar (Merck KGaA) besiyerine ekilmistir. 37 “C’de 24
saat inkubasyon sonrasinda olas1 Pseudomonas spp.
kolonilerinin Nutrient Agar (Merck KGaA) besiyerine
tek koloni yontemiyle ekimi yapilmistir. 37°C’de 24
saat inkiibasyon sonrasinda Gram negatif ve saf oldugu
tespit edilen suslar VITEK 2 Compact 30 (Biomerieux)
cihazinda biyokimyasal olarak tanimlanmistir.

izolatlarin Metal Toleranslarinin Tespiti:

Calisma kursun ve nikel metalleri icin ayn
olarak aynm  yontemlerle yurutulmustir. Mc
Farland cihazi (DensiCHEK™ PLUS, Biomerieux) ile
biyokiitle yogunluklarni 1 (bir) degerine esitlenen
(Nutrient broth, Merck KGaA)

izolatlarin herbiri 50 ppm nikel (Merck Nickel-lI-

sivi  besiyerindeki

chloride hexahydrate) ve 50 ppm kursun (Sigma-
Aldrich Lead-lI- chloride) derisimine 24 saat boyunca
maruz birakilmistir. Kursun ve nikele maruz kalan
izolatlarin biyokiitle yogunluklar inkiibasyon sonrasi
630 nm’de mikroplate okuyucuda (lvyman 2100-c)
tespit edilmistir. Belirlenen degerler ve herbir izolatin
metalsiz olarak aynm1 hacimlerdeki inkiibasyonu
sonrasindaki kontrol ekimlerinin biyokiitle yogunluk
degerleri kullanilarak % 6lim degerleri hesaplanmistir.
Her bir metal icin en direncli bes izolat ile calismaya

devam edilmistir.

Metal
ve LC50

Secilen  izolatlarin  Belirlenen
Derisimlerindeki Direnc Tespiti
Degerlerinin Hesaplanmasi:

En disik olim degerine sahip olan beser izolat
secilerek 50-100-200-400 ppm nikel ve kursun iceren
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besiyeri ortamlarinda 37° C’de 24 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyonun 1., 2., 4., 8., 12., 16.,
20. ve 24. saatlerinde herbir izolata ait besiyerinden
numuneler alinarak 630 nm’de mikroplate okuyucu
ile orneklerin biyokiitle yogunluklar olctilmistiir.
Bu degerler ve metalsiz besiyeri ortaminda cogalan
mikroorganizma yogunluk degerleri kullamlarak,
% olim degerleri hesaplanmistir. Canli hiicrelerin
% 50’sini oldiren metal dozlan (LC50), % 95 gliven
sinirlarinda probit analizleri ile tespit edilmistir (6,
7).

En yiiksek LC50 degerine sahip izolat ile calismaya
devam edilmis; biyobirikim deneylerinde bu deger
esas alinarak besiyeri ortamlan hazirlanmistir (8).

Biyobirikim Deneyleri:

Kursun metalinde biyobirikim  ¢alismalan

P aeruginosa BK14 izolat1 ile nikel metalinde
biyobirikim calismalart P stutzeri BK23 izolati ile
yapilmistir. P aeruginosa BK14 izolat1 204,3 ppm
kursun iceren besiyeri ortaminda, P stutzeri BK23
izolat1 186,2 ppm nikel iceren besiyeri ortaminda
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha 6nce yapilmis
calismalarda canli organizmalar ile metal gideriminin
ilk dakikalarda yogun oldugu belirtildiginden
inkibasyonun 10. dakikasinda, 30. dakikasinda
ve sirast ile 1., 2., 4., 8., 12., 16., 20. ve 24.
saatlerinde besiyeri ortamindan numuneler alinarak
metal birikiminin yeri ve miktar belirlenmistir (9,
10). Biyobirikim deneyleri Matsunaga ve arkadaslan
model alinarak

ile Oztirk S.’nin  calismalan

gerceklestirilmistir (8, 11).
Besiyerinde Kalan Metal Miktar:

Besiyeri ortaminda kalan metal miktarimin tespiti
icin belirtilen saat dilimlerinde, kursun ve nikel icin
hazirlanan kiltur ortamlarindan ornekler alinmis; 10
000 rpm devirde 10 dakika santriftij (Nive NF 048)
edilerek ustte kalan sividan filtre ve dilisyon islemi
sonras1 ICP-MS (Perkin Elmer Nexion 300D) cihazinda

metal tayini yapilmistir.

Turk Hij Den Biyol Derg

Hiicre Yiizeyinde Emilim-Tutunma:

Hicre dis1 birikimi belirlemek icin; santrifij
islemi sonrasinda cokelen hiicrelerin tzerine 1 mL 10
mM EDTA (Merck) cozeltisi eklenerek 2500 devirde
3 dakika vortekslenmis (IKA MS1); hicre yuzeyine
tutunan  metallerin  desorbsiyonu  saglanmistir.
Numuneler 10 000 rpm devirde 10 dakika santrifuj
edilerek Ustte kalan sividan filtre ve dilusyon islemi

sonrast ICP-MS cihazinda metal tayini yapilmistir.
Hiicre icinde Birikim

Hucre icine alinan metal birikiminin belirlenmesi
icin bir onceki asamada santrifiij sonrasinda dibe
coken hiicrelerin uzerine 1 mL 1M HNO3(Merck)
ilave edilerek 2.500 devirde 3 dakika vortekslenmis;
10.000 rpm devirde 10 dakika santrifuj edilmis, Ustte

kalan sividan filtre ve diliisyon islemi sonrasi ICP-MS
cihazinda metal tayini yapilmistir.

istatistiki Analizler

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

BULGULAR

Bu calisma icin atik su antma tesisinden alinan
numunelerden 40 adet Pseudomonas spp. izolati
tanimlanmistir. Tanimlanan 40 izolatin 22 tanesinin
P aeruginosa, 11 tanesinin P. stutzeri, 7 tanesinin
de P mendocina oldugu tespit edilmistir. izolatlarin
metale olan direnclerini belirlemek lizere yapilan
calismalarda  kursun icin P aeruginosa BK1, P
aeruginosa BK3, P. aeruginosa BK4, P. aeruginosa
BK14, P stutzeri BK37; nikel icin P. stutzeri BKS,
P aeruginosa BK21, P. stutzeri BK23, P. stutzeri
BK32, P. aeruginosa BK40 metal toleransi acisindan

en direncli izolatlar olmustur.



Buizolatlarile yapilan esit biyokiitle yogunlugunda
ayn besiyerlerinde 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 400
ppm metal derisimlerindeki inkiibasyon sirasinda 1.,
2., 4., 8., 12., 16., 20. ve 24. saatlerde numuneler
alinarak biyokiitle yogunluklan belirlenmis; % 6lim
degerleri hesaplanmisti. Bu degerler kullanilarak
elde edilen LC50 degerleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Busonuclaragore 24 saaticinde mevcut bakterilerin
yarsint oldiren en yuksek kursun konsantrasyon
degerine sahip olan izolat P aeruginosa BK14, nikelde
ise P stutzeri BK23 olmustur. Biyobirikim deneyleri
bu iki izolat ile yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
nikel ve kursun metaline maruz birakilan bu izolatlarin
% olim degerlerinin zamana gore degisimleri sirasiyla
Sekil 1 ve Sekil 2’de sunulmustur.

Tablo 1. Kullanmlan metallere gore izolatlara ait LC50 degerleri

Kullanilan Metaller izolat LC50 degeri (ppm)
P. aeruginosa BK1 154,06+6,93
P. aeruginosa BK3 147,95+6,11
Kursun P. aeruginosa BK4 181,55+7,93
P. aeruginosa BK14 204,30+9,20
P. stutzeri BK37 174,59+7,74
P stutzeri BK8 133,64:4,18
P. aeruginosa BK21 158,9+6,12
Nikel P stutzeri BK23 186,21+8,43
P. stutzeri BK32 137,96+5,06
P. aeruginosa BK40 129,13+3,81
100 4
90
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'é 70 ——50ppm
g 60 —#—100ppm
50 -
§ 0 200ppm
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BT T e
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Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda nikele maruz birakilan P. stutzeri BK23 izolatinin % olum

degerlerinin zamana gore degisimi
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda kursuna maruz birakilan P. aeruginosa BK14 izolatinin %

olim degerlerinin zamana gore degisimi

Biyobirikim deneylerinde LC50 degeri esas alinarak
metal iceren besiyerleri hazirlanmistir. 24 saatin
sonunda besiyerine ilave edilen kursun miktarinin %
16’s1 [32,68 ppm Pb (+2)] besiyerinde kalmis, % 84’u
[171,61 ppm Pb (+2)] mikroorganizma tarafindan
giderilmistir. Besiyerinde bulunan metal miktan ilk
on dakika icinde hizla azalmistir. Besiyerine ilave
edilen kursun giderimi iki sekilde gerceklesmistir. ilk
mekanizma olan hiicre yiizeyine adsorbsiyon sirasinda
hiicre ylizeyindeki metal miktarinin % 56’s1 [114,40
ppm Pb (+2)] hucre yuzeyine adsorbe olmustur.
ilk 20 saat boyunca hiicre yiizeyine tutunan metal
miktarinda artma olmus; sonrasinda ise sabit kaldig
tespit edilmistir. Yizeye tutunan metal miktarinin
yansindan fazlast ilk 10 dakika icinde adsorbe
olmustur. ikinci mekanizma olan hiicre icine alinimda
ise absorblanan kursun miktarinda ilk 20 saat boyunca
artis gozlenmistir. Calismanin sonuclarina gore toplam
metal miktarinin % 28’i hicre icine alinmstir. Hucre
icine alimmin yaklasik yarisi ilk yarim saat icinde
gerceklesmistir. biyobirikiminde bolgesel
oranlar Sekil 3’de verilmistir.

Kursun

Turk Hij Den Biyol Derg

Nikel biyobirikimi calismasi icin secilen BK23 P,
stutzeri izolati, 186,21 ppm Ni (+2) konsantrasyonu
iceren besiyerinde 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Calismada besiyerine eklenen toplam nikel miktarinin
% 24’0 [44,69 ppm Ni (+2)] besiyerinde kalmistir.
Besiyerinde kalan metal miktarinda ilk 16 saatte
azalma gerceklesmis sonrasinda ise sabit kaldig
izlenmistir. ilk on dakika icinde azalma hizli bir sekilde
olurken sonrasinda daha yavas seyretmistir. 24 saatin
sonunda besiyerine ilave edilen nikelin % 47’si [87,51
ppm Ni (+2)] bakteriler tarafindan hiicre yuzeyine
tutunma yoluyla giderilmistir. Adsorbsiyon ilk 16 saat
boyunca artmis; sonra sabit kalmistir. inkiibasyonun ilk
on dakikasinda tutunma oldukca hizlidir. Hiicre icine
nikel alinimi ise inkuibasyonun ilk yarim saatinde daha
hizli gerceklesmistir. 37 “C’de 24 saat inkiibasyonun
ardindan toplam metal miktarinin % 29’u [54 ppm Ni
(+2)] hiicre icine alinmustir. ilk 16 saat alimm devam
etmis; sonra durmustur. Nikel biyobirikiminin bolgesel
oranlan Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 3. Kursun biyobirikiminin bolgesel oranlan

Sekil 4. Nikel biyobirikiminin bolgesel oranlar

TARTISMA

Su hayatin her alaninda temel ihtiyactir ve temiz
su vazgecilmez bir kaynaktir. Tim diinyada oldugu
gibi hizla gelismekte olan lilkemizde de su aritimina
olan gereksinim her gecen giin artmaktadir. Yuzyilin
en onemli konusu olan su yonetimi slrecinde
degerlendirilebilen atik sular aritilmali ve ilgili
yonetmelikler dogrultusunda izin verilen kirlilik
diizeyine eristikten sonra cevreye desarj edilmelidir.

Bu calismada, canlilar icin toksik etkiye sahip
kursun ve nikel metalleri ile atik suda giderim ve
biyobirikim deneyleri yapilmistir. Atik sudan agir

e — Cilt 77 B Say1 3H 2020

@ hcre igi
| hicre yuzey|
O sividakalan

Ohicre ici
B hicre yuzeyi
Osivida kalan

metal gideriminin biyobirikim ile gerceklesmesinde
mikroorganizmalar tercih edilmekte; hizli
tiremeleri, biyokiitle yogunlugunun fazla olmasi
ve olumsuz kosullara olan direncleri sebebi ile de
ozellikle bakteriler kullanilmaktadir. Pseudomonas
cinsi bakteriler ise kirli ortamlarda canliligim
devam ettirebilme kabiliyeti ve urettikleri ikincil
metabolitler ile tercih edilmektedir (12, 13).
Ceylan 0. ve arkadaslanimin (14) Pseudomonas
ve Pseudomonas iliskili cinsler ile 8 agir metal
kullanarak vyaptiklan direnclilik calismasinda da
ifade edildigi Ulzere bu cins bakterilerin sahip
olduklart plazmidler ve hiicre duvar yapilarn gibi
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ozellikleri degerlendirildiginde agir metal giderimi
icin uygun 6zellikte oldugu aciktir.

Metale kalan

metale maruz kalmayanlara oranla daha uzun

maruz mikroorganizmalarin
siire canliigint koruduklar yapilan calismalarda
tespit edilmistir (15). Srinath ve ark. (16), Cr
(VI) ile kirlenmis sulardan bakteri izole etmisler
ve laboratuvar ortaminda bu bakterilerin Cr (VI)
Kirli
ederek tanimladiklari izolatlarin digerlerine nazaran

giderimini incelemislerdir. sulardan izole
kroma daha cok diren¢ gosterdikleri ve bu direncli
izolatlarin krom biyobirikimlerinin de yiiksek oldugu
rapor edilmistir. Sun ve Shao (15), Pasifik okyanusunun
sedimentlerinden izole ettikleri Pb (+2)’ye yuksek
oranda direncli olan Penicillium spp. Psf-2 izolatinin
laboratuvar ortaminda da Pb (+2)’ye yuksek oranda
hiicre ylizeyine ve hiicre icerisine aldigin1 rapor
ederek, agir metal gideriminde metale toleransh
mikroorganizmalarin kullaniminin 6nemli oldugunu
vurgulamislardir. Bu veriler degerlendirilerek atik su
aritma tesisine ulasan kirli sulardan alinan ornekler
ile calisma gerceklestirilmistir. Su numunelerinin on
incelemesinde calismada kullanilan metallerin ve
Pseudomonas spp. suslarinin baskin olarak varliginin
tespit edilmesiyle birlikte, oncesinde metale maruz
kalmis mikroorganizmalar olmalar1 sebebi ile de
calismada tespit edilen metal direncliligi yiiksek
olmustur. P. aeruginosa BK14 izolatinda kursun icin
LC50 degeri 204,30 ppm, P. stutzeri BK23 izolatinda
nikel icin LC50 degeri 186,21 ppm olarak tespit
edilmistir. Yilmaz (17), Synechocystis sp. ile yaptig
calismada , nikel icin LC50 degerini 17,41 ppm,
kursun icin ise 126,90 ppm olarak tespit etmistir.
Gleocapsa spp. ile yapilan calismada ise kursun icin
LC50 degerini 1,16 ppm olarak, Aulosira fertilissima
ile yapilan calismada ise nikel icin LC50 degerini
19). Yapilan

calismalardaki organizmalar ile kiyaslandiginda bu

0,1 ppm olarak bulmuslardir (18,

calismada kullanilan Pseudomonas cinsinin metale
direncliliginin daha fazla oldugu gorilmustiir.
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Yilmaz (17) ve Oztiirk (8)’iin  Synechocystis sp.
ile yaptig1 calismalarda Ni (+2)’in % 51 oraninda
hiicre ylzeyine, Pb (+2)’nin % 68 oraninda hiicre
yiizeyine baglandigi

gosterilmistir.  Bu sonuclar

degerlendirildiginde, calismalarda kullanilan
organizmalar farkli olsa da kursunun hiicre yuzeyine
adsorbsiyonunun nikele oranla daha fazla olmasi,
organizmalarin hiicre duvarinda ortak bulunan
fonksiyonel protein gruplarinin Pb (+2) iyonuna
Clink

metal

baglanma yetenegi ile iliskilendirilebilir.

metabolizmadan bagimsiz olarak agir
katyonlan ile hiicre duvan arasindaki etkilesimle
bakir, nikel, krom, kursun, cinko ve kobalt gibi
bircok metalin toplandig1 yapilan calismalar ile

ortaya konmustur (20).

Metallerin hiicre zarindan tasinarak hiicre icinde

birikmesi, mikroorganizmanin metabolizmasina
bagli bir biyosorpsiyon yoludur (20). Bueno ve ark.
(20), Rhodococcus opacus’u kursun, krom ve kobalt
metallerine maruz birakarak, metallerin hiicre
Uzerine etkisini elektron mikroskobu ile incelemisler
ve hiicrede bulunan elementlerin analizlerini
yapmislardir. Element analizlerinin sonuclarina gore
kontrol hiicrelerinde tespit edilen K (potasyum)
elementine metale maruz kalan hiicrelerde
rastlanilmamistir. Hicre ylizeyinde bulunan K’nin
metallerle yer olabilecegini

degistirmis rapor

etmislerdir. Bu calismada, kullanilan metallerin
hiicre icine alinimi, hiicre ylzeyine tutunumu ve
besiyerinde kalan miktarlan karsilastinlmistir. Buna
gore kursun metalinin hiicre yilizeyine tutunumu
da , hiicre icine alinimi1 da nikele oranla daha fazla
olmustur. Acar (21)’in  Desmodesmus armatus
ile yaptig1 calismada da sucul ortamda kursun
gideriminin nikele gore daha fazla oldugunu tespit
etmistir. Bu veriler dogrultusunda Pseudomonas
spp.’nin hicre yiuzeyinde bulunan proteinlerin
kursun metaline afinitesinin nikele oranla daha
yiiksek oldugu ya da Pb (+2) iyonlarinin daha 6nce

yapilan calismalarda oldugu gibi hiicrede bulunan



elementlerle yer degistirdigi soylenilebilir. Bununla
birlikte hiicre icine alinimin hicre yiizeyine tutunma
ile paralellik gosterdigi sonucuna da varilmistir.

Biyosorpsiyonda onemli cevresel etkenlerden
biri

uzaklastirilmasinda ve metal-canli etkilesmesinde

ortamin  pH degeridir. Agir metallerin
optimum pH degerinin tespit edilmesinin Gnemli
(21).

pH degeri

oldugu bildirilmistir Calismada kullanilan

besiyeri ortaminin kursun iceren
cozeltide 6,5, nikel iceren cozeltide 6 olarak tespit
edilmistir. Acar (21), yaptig1 calismada kursun
iceren kiiltlirlerde pH degerinin 6-7 arasinda oldugu
giinlerde Desmodesmus armatus’un kursunu tutma
kapasitesinin %25 oraninda arttigin1 saptamistir. Bu
calismada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
uygun pH degerinin saglanmis olmasinin yiiksek metal

tutunumunu olumlu etkiledigi diistinilmektedir.

Metal dikkat
onemli bir faktor de zamandir. Yapilan calismalar
hizl
yuzeyindeki

aliniminda edilmesi gereken

baslangicta metal aliniminin oldugunu;

sonrasinda biyosorbent doygunluk
10).

Doygunluk, biyokitle artisi ile metal baglanma

nedeniyle yavasladigini  gostermistir (9,

bolgelerinin  biribirinin  lizerine gelmesi veya

agregasyon olusturmasindan kaynaklanmaktadir
(22). Ancak, bu durum metalin ve mikroorganizmanin
cesidine ve mikroorganizma yuzeyinde bulunan
metal baglanma bolgelerinin cesidine ve sayisina
gore farklilik gostermektedir. Bu calismada, kursun
metalinin hiicre ylizeyine adsorplanan miktarinin (%
56’s1nin) yaridan fazlasi (% 34’4) ilk 10 dakika icinde
hiicre yuzeyine tutunmustur. Nikel metalinin de ilk
10 dakika icinde % 27’si hucre yiizeyine tutunmustur.
hizl

biyokutlenin atik sularin artiminda kullanilabilmesi

Yapilan bir calismada, metal aliniminin
icin en onemli kriter oldugu bildirilmistir (23). Bu
calismada yer alan Pseudomonas spp.’nin hizli
metal adsorpsiyonu ve absorpsiyonu avantajlan ile
aritim ¢alismalarinda kullamim icin uygun oldugu

soylenebilir.

Hucre yuzeyine tutunmada hicre

duvarinda bulunan fonksiyonel gruplarin ve
ekzopolisakkaritlerin (EPS) onemli bir rolii oldugu
bilinmektedir. Toksik maddelere ve kurumalara kars1
bakterileri koruyan EPS Uretimi topraktan izole
edilen Pseudomonas spp.’lerde calisilmis ve EPS
ureten bu mikroorganizmalarin toksik bilesiklere
yiiksek toleransi ve direncinin secici avantajlar
sagladigina dikkat cekilmistir (24, 25). Yalcin (26) ,
atik sudan izole edilen Pseudomonas spp. suslarina
5 ppm ve 15 ppm araliginda uygulanan Cr(VI)
konsantrasyonlarindaki artis ile EPS uretiminin de
arttigin1 bildirmistir. Raungsomboon ve ark. (18),
Gleocapsa gelatinosa’min EPS’sini saflastirarak Pb
(+2) giderimini arastirmislar ve EPS’nin monomer
yapisin1 aydinlatmislardir. Buna gore ksiloz, riboz,
ramnoz, galaktoz, glikoz, mannoz ve fruktoz
sekerlerinden olusan EPS yapinin yiksek oranda
Pb (+2)’u adsorbladigin1 bildirmislerdir. Bu veriler
dogrultusunda calismada kullanilan Pseudomonas
spp. suslarinda yiiksek metal tutunumu ile birlikte
EPS Uretiminin de arttig1 ve bu durumun P. aeruginosa
BK14 ve P stutzeri BK23 izolatlarinin secilimdeki

avantajlarindan biri oldugu sonucuna varilabilir.

Metalin hiicre icerisine alinnminda ise disik

molekiiler agirlikli tiyoller ve aktif transport
mekanizmasinin da rol oynadigi rapor edilmistir
(22, 26). Diger bir hiicre ici alimm seklinin de
metallotiyonein gibi selatlayici proteinlere tutunarak
endositoz yolu ile alimm oldugu gosterilmistir
(24, 25). Biyobirikim mekanizmalarinin kullanilan
mikroorganizma ve metal cesidine gore degistigi
bircok arastirnici tarafindan ifade edilmistir (23). Bu
calismada, Pseudomonas cinsi bakterilerin metal
iyonlarimin hiicre icine alimmin1 gerceklestirmis
olmasi, hicre duvarinda bulunan ve endositozdan
sorumlu proteinlerin Pb (+2) ve Ni (+2)’e olan

baglanma kabiliyetlerini géstermektedir.

Sonuc olarak, suyun kullanildiktan sonra geri

donlsiimiiniin her gecen giin onem kazanmasiyla
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birlikte, evsel ve atik  sularin

mikroorganizmalar yardimiyla aritim prosesinde

enduistriyel

Pseudomonas spp.’lerin degerlendirilmesi icin uygun
potansiyele sahip olduklari; tutulan metallerin geri
eldesinin mimkiin olmasinin endustriyel acidan fayda
saglayacag disiinilmektedir. Yapilan calismalarda,
agir metal iyonlarinin cgesitli mikroorganizmalarca
biyobirikimi degisik tiirlerden bakteriler, algler,
mantarlar ve mayalar kullanilarak yapilmistir (16,
27). Daha oncesinde metale maruz kalmis ve bizzat
atik suyun kendi florasindan elde edilen, bu sebeple
etkin verim saglayacagi disiiniilen Pseudomonas spp.
ile yapilmis, nikel ve kursun giderimi ve biyobirikim
mekanizmasinin arastirildigi bu calismanin oncii ve
onemli calismalar arasinda yer aldig1 soylenebilir.
Metallerin izolatlardaki birikim bolgelerinin tespiti

TESEKKUR

ve birikim miktarlar, metallerin geri donisumu
prosesi icin de dnemli bir gosterge niteligindedir.
Bu calisma ile, ulusal ve uluslararasi platformlarda
yurutulen su yonetimi politikalarinin atik su
aritimi ile ilgili olan calismalarina katki saglandigi

dusunulmektedir.

Yapilan deneysel ve istatistiksel calismalar

sonucunda, agir metallerin mikroorganizmalarca
gideriminin miimkiin oldugu ve en ¢ok hiicre yiizeyine
tutunma yolu ile giderimin gerceklestigi, oncesinde
metale maruz kalan organizmalarin bu konuda etkin
olduklan tespit edilerek, P. aeruginosa BK14 ile P.
stutzeri BK23 izolatlarinin hizli metal tutunumu
ozellikleri nedeniyle de atik sudan agir metal
gideriminde etkin bir sekilde degerlendirilebilecegi

dusunulmektedir.

Bu calismaya olan katki ve destekleri icin Nevsehir Hacibektas Veli Universitesi Fen Bilimleri Enstitisi,

Nevsehir Atik Su Aritma Tesisi ve Nevsehir Halk Sagligi Laboratuvan yetkililerine tesekkir ederiz.
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