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ÖZET 

PSEUDOMONAS CĠNSĠ BAKTERĠLERDE HEKZAVALENT KROM ĠNDĠRGEME 
ÜZERĠNE AĞIR METALLERĠN ETKĠSĠ 

 

Bu çalıĢmada kullanılan izolatların 16S rRNA sekans analizi sonuçlarının 

değerlendirilmesi sonucunda toplam 13 izolat içinde 6 farklı tür olduğu tespit 

edilmiĢtir. Bu izolatların 3‘ü Enterobacter cancerogenus , 3‘ü Pseudomonas 

mendocina, 1‘i Exiuguobacterium aurantiacum , 2‘si Pseudomonas stutzeri, 2‘si 

Enterobacter cloacae ve 1 tanesinin de Streptomyces thermocarboxydus olduğu 

görülmüĢtür. 

Bakterilerin krom dirençliliği, Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonuna (MĠK) göre 

belirlenmiĢtir. Krom indirgeme deneylerinde çalıĢılmak üzere krom ve ağır 

metallerin hücre üzerine olan toksik etkisi nedeniyle 110 ppm ve 25 ppm MĠK 

değerine sahip olan P. mendocina PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-P22 

suĢları seçilmiĢtir. Seçilen P. mendocina PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-

P22 suĢların krom indirgeme deneyleri için gerekli optimum Ģartlar belirlenmiĢtir. 

Her iki bakterinin optimal geliĢme sıcaklıkları 37 ºC olup tüm krom indirgeme 

deneyleri Triptik Soy Broth (TSB)‘ta yapılmıĢtır. Bakterilerin en iyi indirgeme 

yaptıkları pH dereceleri ise P. mendocina PASS3-P18 bakterisi için pH=7 ve P. 

mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi için pH=6‘dır. 

Farklı  metal ve ağır metallerin indirgemeye olan etkisini belirlemek için Mn
+2

, Cu
+2

, 

Fe
+2

, Ba
+2

, Al
+2

, Ni
+2

, Co
+2

, Zn
+2

, Cd
+2

, Pb
+2

‗nın saf suda çözünebilen 

konsatrasyonları (Cu
+2

, Mn
+2

, Zn
+2

, Fe
+2

 52ppm, Ba
+2

, Al
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

 için 100 ppm, 

Co
+2 

ve Cd
+2

 için 20 ppm) dikkate alınmıĢtır. Son hacim 100 ml olacak Ģekilde ilgili 

besi ortamlarına Cr(VI) ile birlikte ilave edilmiĢlerdir. Krom indirgeme deneyleri 

difenil karbazid metoduna göre yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmamız sonunda elde edilen verilere göre kullanılan ağır metallerden Cu
+2

 ve 

Fe
+2‘

nin her iki bakteri için krom indirgemeyi teĢvik ettiği ortaya çıkmıĢtır. Ayrıca  

P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi ile yapılan 25 ve 15 ppm krom 
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konsantrasyonundaki deneylerde diğer P. mendocina PASS3-P18 bakterisinden 

farklı olarak Co
+2

 ve Mn
+2

 ağır metallerinin krom indirgemesini teĢvik ettiği 

bulunmuĢtur. Al
+2

‘un, P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 25 ppm krom 

konsantrasyonunda krom indirgeme üzerinde teĢvik edici etkisi bulunurken, 15 ppm 

krom konsantrasyonunda ise kontrol ile aynı sürede krom indirgemeyi tamamladığı 

görülmüĢtür. ÇalıĢmada kullanılan diğer ağır metallerin (Ba
+2

, Ni
+2

, Zn
+2

, Cd
+2

, Pb
+2

) 

her iki bakteri için krom indirgeme üzerine olumsuz etkisi olduğu ortaya çıkmıĢtır. 

Bu durumu bu ağır metallerin bakteriler için esansiyal olmaması ve yapmıĢ olduğu 

toksik etkinin bir sonucu olarak açıklayabiliriz.  

Pseudomonas mendocina PASS3-P18 için yapılan biyosorbsiyon deneylerinde 

bakterinin hücre yüzeyinde kromu tutmadığı görülmüĢtür. Bu sonuç, çalıĢmamızda 

kullanılan bakterinin kromu indirgediğine dair bir kanıt niteliğindedir.  

ÇalıĢmamızda yapılan scanning elektron mikroskobu görüntülemesinde kromlu ve 

kromsuz ortamdaki hücreler karĢılaĢtırıldığında kromlu ortamdaki hücrelerin 

dejenere olmuĢ yapıları ortaya çıkmaktadır.  

SDS-PAGE analizi sonucunda ise P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 31 

kDa civarında bir protein bandı, P. mendocina PASS3-P18 de iki ayrı protein 

bandının indüklendiği gözlenmiĢtir. Bu protein bantlarından biri yaklaĢık olarak 29 

kDa büyüklüğünde iken diğer bandın moleküler büyüklüğü yaklaĢık olarak 52 

kDa‘dur. 

 

Anahtar kelimeler: Pseudomonas, krom indirgeme, ağır metal, biyoremediasyon  
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ABSTRACT 

THE EFFECT OF HEAVY METALS ON HEXAVALENT CHROMIUM 

REDUCTION BY PSEUDOMONAS  

As a result of the16S rRNA sequence analysis of isolates used in the study, it was 

found out that there are 6 different types, out of totally 13 isolates. 3 of these were 

Enterobacter cancerogenus, another three are Pseudomonas mendocina, one was 

Exiuguobacterium aurantiacum, two were Pseudomonas stutzeri, another two were 

Enterobacter cloacae, and one was Streptomyces thermocarboxydus. 

The chrome resistance of bacteria was determined by Minimum Inhibition 

Concentration (MIC). For the purpose of including in the chrome reduction 

experiments, owing to the toxic effect of chrome and heavy metals on cells, P. 

Mendocina PASS3-P18 and P. Mendocina DS0601-FX-P22 having 110 ppm ve 25 

ppm MIC value were selected. For the selected strains P. Mendocina PASS3-P18 

and P. Mendocina DS0601-FX-P22, the optimum conditions necessary for chrome 

reduction experiments were determined. For both of the bacteria, the optimal 

evolution temperature was determined as 37 ºC and the chrome reduction 

experiments were conducted in Triptic Soy Broth (TSB). The best pH degree in 

which the bacteria indicated high reduction degree for P. Mendocina PASS3-P18 

bacteria was 7 while it was 6 for P. Mendocina DS0601-FX-P22.  

In order to determine the effects of metals and heavy metals on the reduction, Mn
+2

, 

Cu
+2

, Fe
+2

, Ba
+2

, Al
+2

, Ni
+2

, Co
+2

, Zn
+2

, Cd
+2

, Pb
+2‘ 

s 
 
concentrations that can be 

dissolved in distilled water, 52 ppm for Cu
+2

, Mn
+2

, Zn
+2

, Fe
+2

, 100 ppm for Ba
+2

, 

Al
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

 and 20 ppm for Co
+2

 and Cd
+2

 were taken into consideration. 

Determining the final concentration as 100 ml, Cr(VI) was added to the related 

medium. Chrome reduction experiments were conducted regarding 

diphenylcarbazide method. 

According to the findings that were obtained at the end of the study, it was found that 

of the heavy materials used in the study, Cu
+2

 and Fe
+2

 has stimulated the chrome 

reduction. In addition, 
 

in the experiments with 25 and 15 ppm chrome 

http://tureng.com/search/distilled%20water
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concentrations which were conducted with the bacteria P. Mendocina DS0601-FX-

P22, it is found that the heavy metals Co
+2

 and Mn
+2

 had stimulated chrome 

reduction, different from the other bacteria P. Mendocina PASS3-P18. It has been 

found that  there was a stimulation effect of the bacteria Al
+2 

 P. Mendocina DS0601-

FX-P22 on the chrome reduction in the 25 ppm chrome concentration whereas in a 

medium of 15 ppm chrome concentration it was found that same chrome reduction 

interval as the control. On the other hand the other heavy metals in the study (Ba
+2

, 

Ni
+2

, Zn
+2

, Cd
+2

, Pb
+2

) had negative effect on the chrome reduction of both bacteria. 

This is possible due to explain this situation as a result of the toxic effect of heavy 

materials or these heavy metals are not essentials for those bacteria.  

In the biosorption experiments conducted for P. Mendocina PASS3-P18 bacteria, it 

was seen that the bacteria did not keep chrome on the surface of cell. This result of 

the present study is evidence that the bacteria used in the study absolutely reduced 

chrome. 

Upon analyzing the scans of electron microscope, when we compare the mediums 

with and without chrome, we observed that the cells in the medium of chrome have 

degenerated forms  

As a result of SDS-PAGE analysis, ıt was observed that one intensity of one protein 

band corrspanding to approximately 31 kDa in P. Mendocina DS0601-FX-P22 and 

two different protein bands in  P. Mendocina PASS3-P18 were induced. One of these 

band was approximately 29 kDa, On the other hand  other one was approximately 52 

kDa.  

Keywords: Pseudomonas, Chromium reduction, heavy metal, bioremediation 
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1. GĠRĠġ 

Teknolojinin hızlı geliĢmesi, hızlı sanayileĢme ve nüfus artıĢı çevre kirliliğine neden 

olmaktadır. Endüstriyel atık suların birçoğu çeĢitli su standartlarına göre istenmeyen 

oranlarda ağır metal iyonları içermektedir. Arsenik, civa, kurĢun, krom, kadmiyum, 

nikel, demir, bakır, çinko gibi ağır metaller kirliliğe neden olmaktadır. Ağır metaller 

canlılar için toksik olup, vücuda girdikleri zaman ciddi hastalıklara ve ölümlere 

neden olurlar. 

Kimyasal çökeltimle metalleri istenilen seviyelere indirebilmek için aĢırı kimyasal 

kullanımı gereklidir ki fakat bu hacimce çok miktarda toksik çamur oluĢumuna 

neden olmaktadır. Ayrıca bu çamurların arıtılması için de ek proseslere ihtiyaç 

vardır. Buna ek olarak, kimyasal yöntemler hem pahalıdır, hem de metalin geri 

kazanılmasından daha ziyade atık sulardaki aĢırı metal kirliliğini kontrol etmeyi ve 

istenilen konsantrasyonlara düĢürmeyi amaçlamaktadır. Halbuki sudaki birçok 

mikroorganizma çözünmüĢ ağır metalleri bünyelerine alabilme mekanizmalarına 

sahiptirler. Mikroorganizmaların bu özelliklerinden yararlanılarak endüstriyel atık 

sulardaki ağır metallerin giderimi ve geri kazanımı mümkün olabilmektedir. 

Krom, metal ve kromatlar Ģeklinde bulunan ve çok geniĢ ölçüde korozyon önleyici 

uygulamalarda kullanılan bir elementtir. Cr(VI)‘nın ana kaynakları; deri, boya, 

mürekkep, kumaĢ boyası, alüminyum vb. endüstrilerdir. Son yıllarda, kromun 

giderimi için daha ucuz alternatif yöntemler araĢtırılmaktadır. Ağır metal iyonlarının 

adsorpsiyonu için alg, bakteri, mantar ve mayaların biyosorbent olarak 

kullanılabilecekleri kanıtlanmıĢtır ( Nakiboğlu ve Sevindir, 2006; Srinath ve ark. 

2002; Kıvanç ve ark. 1996). Krom indirgeme üzerine organik asit, karbon kaynakları, 

ağır metaller, pH, sıcaklık, krom konsantrasyonu gibi çeĢitli koĢulların etkileri 

önemli araĢtırma konularından olup, bu faktörlerin bakteriyal krom indirgeme 

mekanizması üzerine nasıl bir etki yaptığı hala detaylı olarak anlaĢılabilmiĢ değildir. 

Bu çalıĢmada Pseudomonas cinsine ait Pseudomonas mendocina PASS3-P18 ve 

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22  bakterilerinde Cd
+2

, Pb
+2

 gibi ağır 

metaller ve Mn
+2

, Cu
+2

, Fe
+2

, Ba
+2

, Al
+2

, Ni
+2

, Co
+2

, Zn
+2

 gibi metallerin Cr (VI) 
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indirgemeye etkilerinin belirlenmesi hedeflenmiĢtir. Toprak ve su gibi doğal 

ortamlarda çok sayıda metal ve ağır metal kirliliği mevcuttur. Bu tür ağır metallerin 

hem kendi aralındaki etkileĢimleri hem de bu ortamlarda bulunan krom indirgeyici 

mikroorganizmalar üzerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir. Bu tez çalıĢması 

ile bazı ağır metallerin krom indirgeme üzerindeki etkileri ile ilgili bilgi elde edilmiĢ 

olunacaktır. Elde edilecek bilgiler konu ile ilgili daha detaylı çalıĢmalara zemin 

oluĢturabilecektir. Biyoremediasyon çalıĢmalarında krom indirgemeye etki eden 

faktörlere bir yenisi daha ilave edilmiĢ olunacaktır.      

1.1. Krom 

Atom numarası 24, atomik ağırlığı 51,996 gr/mol olan krom, ilk kez Fransız kimyacı 

Vauquelin tarafından 1797‘de keĢfedilmiĢtir. Vauqulin Sibirya‘daki kırmızı kurĢun 

madenlerinden keĢfettiği bu elementi bileĢimindeki farklı renklerden dolayı 

Yunancada renk anlamına gelen ‗chroma‘ kelimesi ile isimlendirdi (Mohan ve 

Pittman Jr, 2006). Cr, Ar3d54s
1 

elektronik konfigürasyon durumuyla peryodik 

tablonun VI-B grubunda yer alır.Ayrıca krom elementinin fiziksel özellikleri tablo 

1‘de verilmektedir.  

 

ġekil 1: Periyodik tablo 
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 Havaya maruz kaldığında hızla oksitlenmesine rağmen, kromun elementel formu 

(Cr(0))‘ dır. Bu nedenle oluĢan ince oksit tabakası oksijene geçirgensizdir ve bu 

yüzden metalin geri kalanını daha fazla oksidasyona karĢı korur. Bu özellik 

günümüzde elektrokaplama ile  diğer metallerin korunmasında kullanılır 

(Molakwane, 2010). 

Geleneksel olarak sadece laboratuvar koĢulları altında gözlenen Cr‘un stabil olmayan 

ve biyolojik sistemlerdeki kısa ömre sahip diğer değerlikteki durumlarına rağmen, 

Cr‘un stabil formları Cr(III) ve Cr(VI)‘dır. Cr(VI), kromun en toksik formu olup 

genellikle kromat (CrO4
2
) Ģeklinde oksijenle ya da dikromat (Cr2O7

2
) Ģeklinde 

oksianyonlarla kompleks yapmıĢ formda bulunmaktadır (Molakwane, 2010;Shanker 

ve ark., 2005). Cr(III) ise oksit, hidroksit ve sülfat formlarında bulunup çok daha az 

hareketli, su ve topraktaki organik materyale güçlü bir Ģekilde bağlı olarak bulunur. 

Cr(VI) güçlü bir okside edici ajan olup organik madde varlığında Cr(III)‘e 

indirgenmektedir. Bu dönüĢüm asidik topraklar gibi asidik ortamlarda daha hızlı 

olmaktadır (McGrath ve Smith, 1990). Bununla birlikte Cr(VI)‘nın yüksek düzeyleri, 

ortamın indirgeme kapasitesinin üstünde olup bir kirletici olarak davranmaya baĢlar. 

Ayrıca Cr(III) de aĢırı oksijen varlığında Cr(VI)‘ya oksitlenebilir ve çok toksik bir 

forma tekrardan dönüĢmüĢ olur (Vajpayee ve ark., 1999). 

Krom doğada granitik kayalar, serpentin kayalar ve kömürde ağırlıklı olarak Cr(III) 

formunda çoğunlukla kromit (FeOCr2O
3
) ve krokoit (PbCrO

4
) olarak oluĢur (Merian, 

1984; Hintze, 1930). Hekzavalent kromun çok küçük miktarları tersiyer ve 

quarterner alüvyon dolu havzalarla iliĢkili zengin yer altı suyu silikatında oluĢur.Eski 

alüvyal sedimentlerdeki silikatların sürekli hidrolizi Cr(III)‘ün Cr(VI)‘ya 

oksidasyonuna sebep olan su pH‘sını arttırır (Robertson, 1975). Ayrıca Cr(VI) 

atmosferde orman yangınları, kömürün yanması, volkanik patlamalar , otomobil 

egzozu ve krom içeren materyallerle iliĢkilidir (Xing ve Okrent, 1993; Merian, 

1984). 

Krom dünyada en çok bulunan yedinci element olup, yer kabuğunda ise 21. sıradadır 

(McGrath ve Smith, 1990). Yeryüzündeki Cr miktarı, 100-300 μg/g aralığında 

değiĢmektedir. Cr hava, toprak ve su ekosistemlerinde doğal olarak bulunmaktadır. 

Topraktaki doğal bulunurluğu 10-50 mg/kg arasındadır. Tatlı sulardaki 

konsantrasyonu genellikle 0.1-117 μg/L arasındayken denizlerdeki konsantrasyonu 

0.2-50 μg/L arasındadır. Atmosferdeki Cr konsantrasyonu ise oldukça farklılık 
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göstermekte olup 5x10
-6

-1.2x10
-3

 μg/m
3
 arasındayken kirli alanlarda 0.015-0.03 μg/ 

m
3
 arasındadır (Nriagu, 1988). Krom, tabak yapımı, boyama, alaĢım, kimyasal 

maddelerin yapımı (Palmer ve Wittbrodt, 1991), maden sanayii, pigment, tekstil ve 

elektro kaplamacılıktaki (Vajpayee ve ark.,1999) yaygın kullanımına bağlı olarak 

çeĢitli endüstriyel alanlardan doğal su ekosistemlerine girmektedir. Dünyadaki 

kullanımı her yıl yaklaĢık 107 ton civarındadır; bunun yaklaĢık %60-70‘i çelik ve 

%15‘i de tabak yapımı, pigment ve elektrokaplamacılık gibi kimyasal endüstri 

prosesinde kullanılmaktadır (McGrath ve Smith, 1990; Stern, 1982; Papp, 1985). Bu 

kullanımların neticesinde krom, su, toprak ve hava ekosistemlerinde ciddi bir 

kirletici potansiyeli haline gelmiĢ ve Cr‘un çevredeki biyolojik bulunurluğunu ve 

biyohareketliliğini arttırmıĢtır. KirlenmemiĢ tatlı sularda krom konsantrasyonu 0,1–

0,5 ppm arasında, okyanuslarda 0,0016–0,05 ppm arasında (De Filippis ve Pallaghy, 

1994), kağıt endüstrisi çıkıĢ sularında ise 80 ppm civarındadır (Carlos ve ark., 2001) . 

Çevredeki kromun kritik değerlendirmeleri üzerine detaylı derlemeler Kimbrough ve 

ark. (1999), Kotas ve Stasicka (2000) tarafından da yapılmıĢtır. Atık sulardaki izin 

verilen Cr miktarı 2.0 μg/mL iken bu değer genellikle 2000-5000 μg/mL‘yi 

bulmaktadır (Vajpayee ve ark.,1999). Kaplamacılık endüstrisi atık sularındaki Cr(VI) 

ve Cr (III) deriĢimleri sırasıyla 25-100 ve 5-50 μg/L arasındayken tabak yapımı 

endüstrsindeki Cr(III) konsantrasyonu 1500 μg/L olarak tespit edilmiĢtir (Dirilgen ve 

Doğan, 2002). Atık sulardaki Cr türlerinin konsantrasyonları Cr‘un kullanıldığı 

endüstriyel proseselerdeki çeĢitliliğe bağlı olarak değiĢmektedir (Nriagu, 1988). Bu 

nedenle Cr(VI) maden sanayiinde Cr(III) ise tabak yapımı, tekstil ve dekoratif 

kaplama endüstrisi atık sularında daha yüksek düzeylerde bulunmaktadır (Dirilgen ve 

Doğan, 2002). Metal kaplama sanayiinde arıtılmamıĢ atıksular yaklaĢık 100 mg/L 

Cr(VI) içerirler ki bu da izin verilen limit olan 0,05-1 mg/L‘den oldukça fazladır 

(Thyagarajan, 1992; Arora ve Pandey, 1984). 

Krom Güney Afrika, Filipinler, Güney Zimbabve ve Türkiye‘de en büyük yatakları 

olan kromit madeninden [(Fe,Mg)O(Cr, Al, Fe)2O3] ekstrakte edilir (Matthews ve 

Morning, 1980). ġimdiye kadar aĢağıdaki verimli tipleri içeren yaklaĢık beĢ maden 

tanımlanmıĢtır: 

Barbertonit: Mg
6
Cr

2
(CO

3
) OH

16
 . 4H2O 

Brezinat: Cr
3
S

4
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Kromit: (Mg, Fe
+2

) (Cr, Al, Fe
+3

)
2 

O
4
 

Kromatit: CaCrO
4
 

Nikromit: (Ni, Co, Fe 
+2

) (Cr, Fe 
+3

, Al)
2
O

4
 

ÇıkarılmıĢ madenlerden ferrik kromit (FeCr
2
O

4
) esas olarak Güney Afrika‘da 

bulunmuĢtur. Güney Afrika‘daki kromit madeni rezervi yeryüzünün tanımlanan 

kaynaklarının yaklaĢık %72‘sini temsil eder. Krom madeni kaynaklarını iĢleten diğer 

ülkeler ise Rusya, Finlandiya, Hindistan, Kazakistan ve Brezilya‘dır (Molakwane, 

2010). 

Tablo 1: Krom elementinin fiziksel ve kimyasal özellikleri 

Ortalama atomik kütle                                                 51.9961 

Kaynama noktası                                                         294 K 2672 °C 4828 °F 

Boyca genleĢme katsayısı                                            62x10 7 cm/cm/ °C(0 °C) 

Yoğunluğu                                                                   7.19 g/cc 

Elektrik iletkenliği                                                       0.0744x10 6 /cm 

Isı iletkenliği                                                                0.937 W/cmK 

Erime noktası                                                               2130 K 1857 °C 3375 °F 

Molar hacmi                                                                 7.78 cm
3
/mol 

Isınma ısısı                                                                   0.45 J/gK 

Nötron/proton/elektron sayısı                                      28/24/24 

Atomik yarı çapı                                                          1.85 Ǻ 

Atomik hacim                                                              7.23 cm
3
/mol 

Ġyonik yarı çapı                                                            0.52 Ǻ 

Kovalent yarı çapı                                                        1.18 Ǻ 

Elektron konfigürasyonu                                             1s 2 2s
2

p 6 3s
2

p 6 d 5 4s 1  

Her enerji seviyesindeki elektron sayısı                      2, 8, 13, 1 

Niteliği                                                                         Sert kırılgan gri renkli geçiĢ 

                                                    metali 

Yanabilirlik sınıfı                                                        Yanıcı olmayan katı  

Fiziki hali                                                                     Katı (20°C 1 atm)  

Kristal yapısı                                                                Kübik merkezli 
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1.1.1. Krom kullanımı ve kirliliği 

Krom‘un baĢlıca kullanıcıları metalürjik, kimyasal ve refrakter tuğla endüsrileridir 

(Langard, 1980). Kromu kullanan diğer endüstriler pigment üretimi, metal kaplama, 

korozyonu engelleme, organik sentez, deri tabaklama ve ahĢap koruma 

endüstrileridir (Yassi ve Nieboer, 1988; Hartford, 1979; Darrin, 1956). 

Kromun yaygın endüstriyel kullanımı çevreye deĢarj edilen krom içeren atıkların 

yüksek hacimlere çıkmasına yol açar. Bu atıkların yanı sıra, konteynırların hatalı 

ambalajlanması ve depolanmasından dolayı sızıntı da kromun çevrede birikimini 

arttırır (Sharma, 2002). 

Kromun neredeyse tamamı insan aktivitelerinden kaynaklanarak doğal sistemlere 

girer. Sadece % 0.001‘i doğal jeolojik proseslere bağlıdır (Merian, 1984). Çevreye 

akan antropojenik kaynaklı krom esas olarak Cr(VI)‘dır. Cr(III)‘ün aksine Cr(VI) 

aquatik sistemlerde yüksek çözünürlük ve mobilite ile Ģiddetli bir kontaminanttır. 

Cr(VI) kronik ve subkronik etkilerine bağlı olarak U.S.EPA (ABD Çevre Koruma 

ajansı) tarafından A grubu insan karsinojeni olarak sınıflandırıldığı bilinen bir 

karsinojendir ( Federal Register, 2004). 

1.1.2. Çevre ve sağlık etkileri 

Önceki çalıĢmalarda, oksidasyon durumuna bağlı olarak kromun biyolojik etkileri 

araĢtırılmıĢtır; Cr(VI) çoğu organizmalar için oldukça toksik iken Cr(III) daha az 

toksiktir (Katz ve Salem, 1993; Wong ve Trevors, 1988). Cr(VI) bileĢikleri Cr(III) 

bileĢiklerine oranla oldukça yüksek çözünürlüğe sahip olup biyolojik bulunurlukları 

daha yüksektir (Dirilgen ve Doğan, 2002). Kotas ve Stasicka (2000), Cr‘nın biyolojik 

bulunurluğu ve hareketi kadar toksisitesinin de esas olarak kimyasal formuna bağlı 

olduğunu öne sürmüĢlerdir. Cr(VI), Cr(III)‘e oranla gerek güçlü oksidatif potansiyeli 

ve gerekse de hücre membranında kolayca difüze olması nedeniyle biyolojik 

sistemler üzerine toksik etkiler göstermektedir (Dirilgen ve Doğan, 2002). 

Krom toksisitesi Cr(VI)‘nın daha düĢük oksidasyon durumlarına indirgenme 

prosesiyle iliĢkilidir. Cr(VI)‘nın Cr(III)‘e redüksiyonu birçok biyolojik sistemlerde 

rapor edilmiĢtir; örneğin Cr(V) geçiĢ formu, Cr toksisitesindeki olası önemli 

mekanizmalara katılmaktadır (Kawanishi ve ark., 1986). Cr(V) kompleksleri, 

NAD(P)H, FADH2, bazı pentozlar ve glutatyon gibi fizyolojik indirgeyici ajanlar 

tarafından Cr(VI)‘nın redüksiyonuyla oluĢmaktadır (Shi ve Dalal, 1990). Bu 
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kompleksler, OH radikallerinin önemli miktarlarını oluĢturmak için H2O2 ile 

reaksiyona girmektedirler. OH radikalleri de diğer toksik etkilerinin yanı sıra direkt 

olarak DNA değiĢikliklerine neden olmaktadırlar (Shi ve Dalal, 1990 ). Diğer hücre 

içi krom-indirgeyici ajanlar, vitamin C ve B12, sitokrom P-450 ve mitokondriyal 

solunum zinciridir (Alcedo ve Wetterhahn, 1990). 

Ġntraselüler Cr(III), DNA‘nın fosfat grupları tarafından tutulmakta ve bu da 

replikasyonu, transkripsiyonu etkilemekte ve mutasyona neden olmaktadır 

(Bridgewater ve ark., 1994; Costa, 1991; Nishio ve Uyeki, 1985). DNA üzerindeki 

oksidatif hasar krom tarafından üretilen genotoksik etkinin sonucunda olduğu 

düĢünülmektedir (Luo ve ark., 1996; Itoh ve ark., 1995). Cr(III), enzimlerin karboksil 

ve sülfidril gruplarına bağlanarak enzimlerin yapısını ve aktivitesini değiĢtirmektedir 

(Levis ve Bianchi, 1982). DNA polimerazın modifikasyonu ve diğer enzimlerin 

aktivitesi Cr(III)‘ün magnezyum iyonuyla yer değiĢtirmesi sonucunda 

etkilenmektedir (Carlos ve ark., 2001; Travieso ve ark., 1999; Snow, 1994).  

1.1.3. Beslenme ve toksisite; insan sağlığında riskler 

Krom (VI) mutajenik ve kanserejonik özelliklerinden dolayı A grubu insan 

kanserojen maddesidir. Cr(VI)‘ya maruz kalındığında, sindirim sistemi ve 

akciğerlerde kansere (Kaufman, 1970), mide bulantısına, ishale, kanamalara neden 

olabilir (Gupta ve ark., 2001; Browning, 1969). Ġnsanlar Cr(VI) bileĢiklerini 

inhalasyon, dermal temas ve yutma yoluyla absorblayabilirler. Cr(VI)‘nın insan 

sağlığına etkileri akciğer kanseri, solunum yolları irritasyonu, dermatit, böbrek ve 

karaciğer hasarı ve mutasyon ve karsinojenlere yol açan çeĢitli nükleik asit ve protein 

hasarlarını kapsar (Bianchi ve Levis, 1984).Bununla birlikte alerjik dermatit, deri 

ülserasyonu, mukoz membranları irritasyonu, nazal septum, böbrek tübül nekrozu ve 

solunum yolu enfeksiyonlarının artması gibi bir takım sağlık risklerine yol açar 

(Flesel, 1979). 

Krom özellikle Cr(III) ve Cr(VI) gibi farklı türleri olduğu için çevrede düzenli toksik 

elementler arasında eĢsizdir ve farklı Ģekillerde düzenlenmiĢtir. Kimyasal, 

toksikolojik ve epidemiyolojik kanıtlara dayanarak, Cr(VI) konsantrasyonunun 

düzenlenmesi Cr(III)‘den farklıdır. Hekzavalent krom  toksik ve mutajenik iken, 

trivalent krom besinsel olarak kullanılan formdur. Kromun hem güçlü bir epitel 

tahriĢ edici hem de insan karsinojeni olduğu onaylanmıĢtır (Langand, 1983; Petrilli 
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ve Flora, 1977). Aksine, Cr(III) hayvan fizyolojisinde esansiyel bir elementtir ve 

glukoz ve yağ metabolizmasında rol oynar (Mertz, 1993; Anderson, 1989). Kromun 

biyotoksisitesi büyük ölçüde biyolojik membranları geçme yeteneğinin ve oksitleme 

gücü kapasitesinin bir fonksiyonudur (NAS, 1974).  

1.1.4. Hayvanlar  

Cr(VI) bazı topraklarda bir hayli hareketlidir ve Cr(VI) ile kontaminasyon belki de 

insanlar dahil sucul ve karasal organizmalar için kaçınılmazdır. Krom eser 

miktarlarda insan ve hayvan beslenmesinde gerekli bir bileĢendir (Jeejeebhoy ve 

ark., 1977; Mertz, 1969). Bu glukoz metabolizması ile iliĢkilidir (Mertz, 1969) ve 

normal glukoz toleransını sürdürmek için gerekli bir faktör olan glukoz tolerans 

faktörü bütünleyici bileĢeni (GTF) insülin regülasyonu için gereklidir. Krom hücreye 

insülin bağlanmasını arttırarak insülin hareketini potansiyelize ederek ve 

düzenleyerek iĢlev görür (Anderson ve ark., 1987). Krom ayrıca hayvanlarda yağ 

metabolizmasında önemli bir bileĢen olarak bilinir (Anderson, 1989). Kroma kronik 

maruziyet memelilerde karsinojene, teratogeneze, düĢük ve erken ölü doğuma sebep 

olur. Bu ve bunun gibi toksik etkilerden dolayı Dünya Sağlık Örgütü (WHO) içme 

sularında kabul edilebilir maksimum krom konsantrasyonunu 0.05 mg/L (50 µg/L) 

olarak belirlemiĢtir (ACGIH, 2004; Kiilunen, 1994). 

1.1.5. Bitkiler ve algler 

Cr(VI)‘nın canlı hücrelere ciddi zararlar verdiği kanıtlanmıĢken Cr(III) oldukça 

düĢük çözünürlüğü nedeniyle çok daha az toksiktir. Bununla birlikte bitkilerde 

yapılan çalıĢmalarla, Cr(III)‘ün Cr(VI)‘dan daha yüksek konsantrasyonlarda 

bulunduğunda canlı dokularda ciddi hasarlara neden olabileceği gözlenmiĢtir 

(Cervantes ve ark., 2001). 

Pratt (1966)‘a göre düĢük krom konsantrasyonları bitki büyümesini sitimüle 

etmektedir. Ancak bitkilerde beslenme için kromun esansiyel bir bileĢen olmadığı 

kesin olarak gösterilmiĢtir. (Huffman ve Allway, 1973). Cr(VI) etkisi, Cr(VI) 

yokluğunda çimlenmeyle karĢılaĢtırıldığında, Cr(VI) varlığında gözlenen tohum 

çimlenmesinde indirgeme %80‘den daha fazladır (Salunkhe ve ark., 1998). 5-60 

mg/kg toprağın Cr(VI) konsantrasyonları köklere hasar verdiği için bitki büyümesini 

geciktirdiği gözlemlenmiĢtir(Anon, 1974). Bitkiler için toksik olan Cr(VI), kök 

indirgenmesi, fitomas, fotosentetik pigmentler, klorosis ve büyümeyi inhibe etmekte 
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ve sonuçta da bitkinin ölümüne neden olmaktadır (Tripathi ve Smith, 1996; Sharma 

ve ark., 1995; Gaur ve ark., 1994). 

Arpa fidelerinin büyümesi üzerine 100 μM Cr (III) %40‘lık bir inhibisyon etkisi 

yaratırken aynı deriĢimdeki Cr(VI), sürgünlerde %75, köklerde ise %90 büyümeyi 

inhibe etmiĢtir (Skeffington ve ark., 1976). Klorosis ve nekrosis bitkilerde Cr 

toksisitesi sonrasında gözlenen septomlardır. Arpa bitkilerinde 100 ppm Cr(VI)‘nın 2 

günlük etkileĢimden sonra stress oluĢturduğu ve 7-10 günden sonra tüm bitkileri 

öldürdüğü gözlenmiĢtir. Cr(VI) tarafından oluĢan semptomlar Cr(III) tarafından 

oluĢturulanlardan hem daha güçlü hem daha erken oluĢmakta hem de daha düĢük 

konsantrasyonlarda meydana gelmektedir (Hauschild, 1993). 50 ppm Cr(VI)‘ya 

maruz kalan arpa bitkileri ise, görünüĢleri değiĢmesine rağmen canlı kalmıĢlardır; 

100 ppm‘e maruz kaldıklarında 2 günden sonra strese girmiĢ, 7-10 günde tüm bitkiler 

ölmüĢtür (Carlos ve ark., 2001). 

Krom etkisinde, bitkilerdeki protein içeriği ve nitrat redüktaz aktivitesindeki düĢme 

in vitro olarak gözlenmiĢtir (Vajpayee ve ark., 1999). Mikronükleus oluĢumu, 

kromozomal değiĢimler, Vicra faba ve Allium cepa kök uçlarında ağır metal 

etkisinde gözlenmiĢtir (Minissi ve ark.,1998; Rank ve Nielsen, 1998). Krom 

konsantrasyonlarıyla iliĢkide mikronükleus oluĢumu kontamine olmuĢ topraklardaki 

bitkilerde gözlenmiĢken topraktaki diğer ağır metal düzeylerinde bu durum 

gözlenmemiĢtir (Wang, 1999). Cr(III) daha az  çözündüğü için yer altı sularına 

filtrelenmez ve bitkiler tarafından alımı da olmaz. Bununla birlikte, bitkilerle yapılan 

çalıĢmalar göstermiĢtir ki Cr(VI)‘dan yüksek konsantrasyonlarda Cr(III) 

mevcudiyeti, canlı dokularında önemli problemlere neden olmaktadır.  

Cr(VI)‘nın alglerde büyümeyi, fotosentezi, morfolojiyi ve enzim aktivitesini 

etkilediği gösterilmiĢtir. 20 ile 10000 ppm arasında değiĢen Cr(VI) konsantrasyonları 

algler için toksik olduğu gösterildi (Schroll, 1978; Towill ve ark., 1978;; Rosko ve 

Rachlin, 1977; Silverberg ve ark., 1977; Anon, 1974) 

Algler üzerine kromun etkileri Wong ve Trevors (1988) tarafından çalıĢılmıĢtır. 

Ortalama 3,6 mg/L kromun algler için toksik olduğu rapor edilmiĢtir (Healey, 1973). 

Hervey (1949), 3,2 mg/L Cr(VI)‘nın Chlorella, 0,32 mg/L‘nın ise Euglenoidler için 

inhibitör etki yarattığını rapor etmiĢtir. Meisch ve Smhmitt-Beckmann (1979), 

laboratuvar çalıĢmalarında 2 mg/L Cr‘un Chlorella pyrenoidosa büyümesini ve 
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klorofil sentezini inhibe ettiğini gözlemlemiĢlerdir. Spirogyra ve Mougeotia 

alglerinde Cr(VI)‘nın Cr(III)‘e redüksiyonu in vivo koĢullarda gözlenmiĢtir (Liu ve 

ark., 1995). Büyüme hızı bitkilerdeki krom toksisitesini belirlemek için sıklıkla 

kullanılmaktadır. Algler için en düĢük effektif konsantrasyon 0,3-3,6 mg/L arasında 

değiĢmektedir (Eifac, 1983). 

Chlorella vulgaris büyümesi 45-100 ppm Cr(III) ya da Cr(VI) tarafından 

etkilenmemiĢken Scenedesmus acutus‘ta 15 ppm‘den daha yüksek Cr 

konsantrasyonlarında büyüme inhibe edilmiĢtir (Travieso ve ark., 1999). Bununla 

birlikte Brady ve ark. (1994a), 100 ppm Cr (III) etkisinde Scenedesmus ve 

Selenastrum alglerinin koloni büyümesi devam ederken 100 ppm‘lik Cr(VI)‘ nın bu 

büyümeyi inhibe ettiğini rapor etmiĢlerdir. Cr tarafından fotosentezin inhibe edilmesi 

Chlorella (Wong ve Trevors, 1988) ve Scenedesmus (Corradi ve ark., 1998) için 

rapor edilmiĢtir. 

1.1.6. Mikroorganizmalar 

Hekzavalent kromun bakterilerde rapor edilen görülebilir etkileri arasında, hücre 

uzaması, geniĢlemesi ve genellikle hücre büyüme inhibisyonuna yol açan inhibe 

olmuĢ hücre bölünmeleridir (Coleman ve Paran, 1983; Theodou ve ark., 1976). 

Gram(+) ve gram(-) bakterilerin morfolojilerindeki değiĢimler Bopp ve ark. 

tarafından gözlemlenmiĢtir (Bopp ve ark., 1983). AraĢtırmacılar, Staphylococcus 

aureus, S. Epidermidis, Bacillus cereus ve B. Subtilis gibi birkaç bakteriyel tür 

kolonisinde farklı derecelerde dejenere olmuĢ hücrelerin varlığından bahsetmiĢlerdir 

(Bondarenko ve Ctarodooboua, 1981). 10-12 ppm‘lik Cr(VI) konsantrasyonu sıvı 

besiyerindeki birçok toprak bakterisi için inhibitör etki gösterir ve genelde gram(-) 

bakteriler, gram(+) bakterilere göre Cr(VI)‘ya daha hassastırlar (Ross ve ark., 1981). 

Cr(VI), Escherichia coli, Bacillus subtilis, ve Salmonella typhimurium‘da da 

mutajenik etkilere neden olmaktadır (Petrilli ve Flora, 1977; Nishioka, 1975; Venitt 

ve Levy, 1974). Kromun mutajenik etkileri sadece hücre membranından geçtiği 

zaman görülmektedir. Hücre membranlarından uzun inkübasyon ve yüksek 

konsantrasyon gibi ekstrem koĢullarda difüze olabilen Cr(III)‘ün aksine Cr(VI), 

hücre içine kolayca difüze olabilmektedir. Cr(VI)‘nın hücresel alınımının equmolar 

çözeltilerdeki Cr(III)‘e göre en az 10 kez daha fazla olduğu hücre kültürü 

çalıĢmalarında da görülmüĢtür (Cupo ve Wettrhahn, 1984; Levis ve ark., 1978; Gray 

ve Sterling, 1950). Ancak, hücre içinde Cr(VI)‘nın çoğu askorbik asit, sodyum sülfit, 
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glutatyon, NADH ve NADPH gibi birtakım indirgeyici ajanlarla Cr(III)‘e indirgenir 

(Petrilli ve Flora, 1978).  

Bazı çalıĢmalara göre, trivalent kromun DNA iplikçik kırıklarına neden olduğu 

sonucuna varılmıĢtır (Bianchi ve Levis, 1984; Bianchi ve ark., 1984; DeFlora ve ark., 

1984; Tsapakos ve ark., 1983; Tsapakos ve Wetterhahn, 1983; Levis ve ark., 1978; 

Tsuda ve Kato, 1977). Cr(VI) bakteri hücrelerinde baz çifti yer değiĢtirmesi ve 

çerçeve kayması mutasyonlarını içeren genotoksik etkilere neden olur (Petrilli ve 

Folar, 1977). DeFlora ve ark. (1984) dengelenmemiĢ nükleotit havuzlarının bir çok 

genel etkisinden bahsetmektedir. Aslında Cr(III) formu mutajeniteye yol açan 

moleküler olaylardan sorumlu büyük bir ajan olmasına rağmen, Cr(VI)‘nın hücreye 

kolayca girmesi nedeniyle insan hayatında daha fazla risk oluĢturduğu bilinmektedir.  

IĢıkta büyüyen Euglena hücrelerinin, karanlıkta büyüyen hücrelere oranla Cr (VI)‘ya 

daha hassas olduğu gözlemlenmiĢtir. Kromun daha düĢük konsantrasyonları her iki 

türde de tolere edilmiĢtir (Cervantes ve ark., 2001). Euglena gracilis’te Cr (III)‘ün 

büyüme hızını düĢürdüğü ve Cr(VI)‘nın lag büyüme safhasının uzattığı gözlenmiĢtir 

(Brochiero ve ark., 1984). Euglena‘daki büyüme inhibisyonu, hücre döngüsünün G-2 

fazında hücrelerin depresyonuyla solunum ve fotosentezin inhibisyonu sonucunda 

gerçekleĢmiĢtir (Fasulo ve ark., 1983).  

S. cerevisiae’de krom toksisitesi fermente edilebilir substanslardaki büyümeye oranla 

fermente edilemeyen karbon kaynaklarındaki hücre büyümesi üzerinde daha fazla 

olduğu gözlemlenmiĢtir (Henderson, 1989). Bununla birlikte diğer etkileri oksijen 

alınımının engellenmesi ve küçük mutasyonların oluĢması Ģeklinde 

gerçekleĢmiĢtir(Kharab ve Singh, 1987). Bu sonuçlar S. Cerevisiae mitokondrisinin 

krom için önemli bir hedef organel olduğunu göstermiĢtir (Henderson, 1989). Brady 

ve arkadaĢları (1994a) Scenedesmus ve Selenastrum alg kolonisi büyümesinin, 100 

ppm Cr(III)‘den etkilenmediğini ancak 100 ppm Cr(VI)‘da büyümenin 

gerçekleĢmediğini kaydetmiĢlerdir. Bu mekanizma alglerin kroma karĢı farklı 

hassasiyetleri olduğunu açığa çıkarmaktadır. 

1.2. Remediasyon Stratejileri 

Remediasyon stratejileri kamunun krom ile kontamine olmuĢ alanlara maruz kalma 

riskini en aza indirmek için çalıĢılmaktadır. Yaygın remediasyon stratejileri; 
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hareketsiz olma seçeneği, kontamine toprağı kazıma ve uzaklaĢtırma, hava basma ve 

iĢleme, toprak katılaĢtırması ve stabilizasyonunu içerir. Optimal remediasyon 

stratejisini uygulamak için kromun kimyasal durumunu ve göçünü etkileyen  fiziksel 

ve kimyasal proseslerin anlaĢılması gereklidir. Eğer çevrede potansiyel etki ve maruz 

kalma riski sınırda ise  hareketsiz olma seçeneği kabul edilir. Toprak indirgeyici 

tiplerinin varlığının  bilinmesi  bu seçeneğin uygulanması için önemlidir. Kazı, 

basitçe kontamine toprağın bir yerden baĢka bir yere taĢınımı sağlandığı için artık 

çok tercih edilen bir metottur. Havalandırma ve iĢleme metodu sucul remediasyonda 

en yaygın olarak kullanılan yöntemlerden biridir. ĠyileĢtirme için kontaminantları 

yüzeylerden uzaklaĢtırmak ve uygunluk sınırları ötesinde kontaminantları 

engellemek için değiĢen kontrolü sağlamaktır. Bu metodun en önemli yanı artan 

konsantrasyondur. Bu konsantrasyon genellikle EPA‘nın belirlediği maksimum 

kontaminat düzeyinden daha yüksektir. Toprak katılaĢtırma prosesi Cr(VI)‘nın yer 

altı suyuna geçirgen olamayan çözünmeyen kimyasal forma dönüĢtürerek kontamine 

toprakların katılaĢtırmasını içerir (Sharma, 2002). 

Cr(VI) remediasyonu için kullanılan kimyasal ve fiziksel iĢlemli metotlar, kimyasal 

reaktif bariyerler, fiziksel-kimyasal geçirgen reaktif bariyerler ve biyolojik geçirgen 

reaktif bariyerler de ayrı bir öneme sahiptir (Molakwane, 2010). Atık sulardan 

Cr(VI)‘yı uzaklaĢtırmak için kullanılan konvansiyonel yöntemler Tablo 2‘de 

verilmiĢtir. Tabloda aynı zamanda bu yöntemlerin avantaj ve dezavantajları da 

belirtilmiĢtir. 
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Tablo 2: Atık sulardan Cr(VI) uzaklaĢtırma teknolojileri 

Metot  Dezavantajları Avantajları 

 
 
Kimyasal Çökelme 

 Zor ayrım 

 Toksik çamur problemi 

 Çok etkili değil 

 Metal ve su geri 
kazanımına dikkat edilmez. 

 

 Kolay  

 Nispeten ucuz 

 
 
 
Elektrokimyasal arıtma 

 Yüksek metal 
konsantrasyonları için 
uygulanması 

 Spesifik koĢullara 
(giriĢim yapan bileĢiklerin 
varlığı) karĢı hassas olması 

 Yüksek ilk yatırım ve 
iĢletme maliyeti 

 
 
 

 Metal geri kazanımı 

 
 
Ters osmoz 

 Yüksek basınçta 
çalıĢması 

 Membran tıkanması 

 Pahalı 
 

 

 ÇıkıĢ suyu 
saftır(yeniden kullanılabilir). 

 
Ġyon değiĢimi 

 Partiküllere hassas 

 Reçinelerin pahalı 
olması 

 Etkili 

 Metal geri kazanımı 
mümkün 

Adsorbsiyon  Bazı metaller için etkili 
olmaması 

 Konvansiyonel 
sorbent kullanımı 

 

Bu arıtma proseslerinin uygulanması, teknik veya ekonomik zorluklar nedeniyle 

zaman zaman mümkün olmaz. Ağır metal iyonlarının adsorpsiyonu için alg, bakteri, 

mantar ve mayaların biyosorbent olarak kullanılabilecekleri kanıtlanmıĢtır 

(Nakiboğlu ve Sevindir, 2006; Srinath ve ark. 2002; Kıvanç ve ark. 1996). Bu 

yüzden yeni yöntemlerin araĢtırılmasına yönelim artmıĢtır. 

1.3. Biyolojik Temizleme (Biyoremediasyon) 

Endüstriyel atıklardan kaynaklanan atık ürünler her zaman çevre için ciddi problem 

olurlar, çünkü bu ürünler doğal olarak yüksek konsantrasyonlarda oluĢmazlar (Isa ve 

ark., 2008). Kontamine olmuĢ toprak ve yer altı suları ile ilgili problemler, genellikle 

atık suları düzgün biçimde imhası için gerekli bilgi ve becerilerin eksikliğinden 

dolayı doğru iyileĢtirme olmaksızın endüstrilerin çevreye antropojenik katılımlarının 

bir sonucudur. Sonuç olarak bu kirliliğin mağduru su yüzeyleri ve topraktır, öyle ki 

insan ve hayvanların tüketimine bile yol açabilir (Krishna ve Philip, 2005). Ġnsan 

sağlığı için büyük bir tehdit olan bu durum  endüstrilerce üretilen atıkların 

remediasyonunu gerektirir, bu ayrıca düzensiz kullanımdan dolayı yıllarca oluĢan 
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atıkları da içerir (Spain, 2003; Vidali, 2001). Çevreye verdikleri bu zararı en aza 

indirgemek için biyolojik ve biyolojik olmayan bir çok iĢlem yapılmaktadır. 

Biyolojik olarak yapılan temizleme çeĢitli avantajlarından dolayı diğer yöntemlere 

tercih edilmektedir. 

Biyoremediasyon iĢlemi, toprak ve yer altı sularında kirlilik yaratan organik 

bileĢiklerin doğada doğal olarak bulunan mikroorganizmalar tarafından biyolojik 

olarak parçalanarak çevreye daha az zararlı bileĢiklere dönüĢtürülmesi ile kirlenen 

bölgelerin temizlenmesi iĢlemidir. Biyoremediasyon yöntemi, mikrobiyal topluluğun 

yoğunluğu ve bileĢimi, kirlilik yaratan organik bileĢiklerin dönüĢüm hızı, çevresel 

faktörler, substrat faktörleri ve mikrobiyal faktörlerden etkilenmektedir. Temel 

çevresel faktörler nem, havalandırma, sıcaklık, pH ve besin miktarıdır. Toksiklik, 

deriĢim, çözünürlük, uçuculuk ve kimyasal yapısı ile ilgili substrat özellikleri de 

biyolojik dönüĢümü etkilemektedir. Mikrobiyal faktörler ise o bileĢiği 

parçalayabilecek mikroorganizmanın varlığı, mikrobiyal topluluğun alıĢtırılması ve 

ekolojik faktörlerdir (Roberts, 1992).  

Biyoremediasyon iĢleminin çevre kirliliğini gidermek için yararlanılan diğer 

yöntemlere göre çeĢitli avantaj ve dezavantajları söz konusudur. Ekonomik olarak 

diğer yöntemlere göre daha ucuzdur. Çevre biyoremediasyon iĢlemlerinden sonra 

tamamıyla eski halini aldığından, ekolojik açıdan da kabul görmektedir. Hem su hem 

de toprakta uygulanabilir ve biyoremediasyon iĢlemi insan sağlığı açısından 

zararsızdır. Dezavantajları ise; etkinliğini tahmin etmek ve ölçek büyütmek zordur. 

Sıcaklık, pH, nem içeriği, besin ve oksijen deriĢimi çevre koĢulları ile 

değiĢebilmektedir. Kirleticilerin yüksek deriĢimleri, mikroorganizma üremesi üzerine 

toksik etki yapabilmektedir. Bazı kirleticiler biyodegredasyonla parçalanmamaktadır. 

Bu da diğer temizleme iĢlemlerine oranla daha uzun zaman alabilmektedir (Eweis ve 

ark.,1998) 

1.4. Mikrobiyal Cr(VI) Biyoremediasyonu 

Bioremediasyon birçok sanayi ülkesinde son otuz yıldır tamamen ticari teknoloji için 

laboratuarda geliĢmiĢtir. BaĢarılı bir remediasyon düzeni mikrobiyal toprak 

populasyonunun kontaminantları katabolize etme yeteneğine bağlıdır. Ağır metaller 

toprak biyokütlesi üzerinde toksik etki gösterirler ve anahtar mikrobiyal süreci 

etkileyerek mikroorganizmaların sayılarını ve aktivitelerini azaltırlar (Obbard, 2001). 
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Mikrobiyal populasyonun genellikle toprak ekolojisi üzerindeki insan kaynaklı 

etkilerin kolay ve duyarlı bir göstergesi olduğu ileri sürülmüĢtür. Cr(VI)‘nın toprakta 

mikrobiyal populasyonun bileĢiminde değiĢimlere sebep olduğu kesindir ve yüksek 

konsantrasyonları mikrobiyal hücre metabolizmasında zararlı etkilere neden 

olmaktadır. Ağır metallerin endüstriyel kaynaklı toprak kontaminasyonları hakkında 

oldukça az çalıĢma rapor edilmiĢtir (Schulin ve ark., 2007). 1970‘lerde  Cr(VI) 

indirgeme yeteneğine sahip ilk mikrobun keĢfinden beri (Romanenko ve Korenkov, 

1977), Cr(VI) indirgeyen mikroorganizma araĢtırması izole edilmiĢ çok sayıdaki suĢ 

ile hevesle takip edilmiĢtir. Son olarak aerobik bakterilerden izole edilen ve 

saflaĢtırılan Cr(VI) redüktazlara bağlı olarak anaerobik Ģartlar altında oluĢan Cr(VI) 

indirgemesini içeren prosesler de anlaĢılmaya baĢlanmakta ve kromla kontamine 

bölgelerin iyileĢtirmesi için biyolojik prosesler çok umut verici hale gelmektedir. 

Cr(VI) remediasyonu ve azaltması için geliĢtirilen teknolojilerde, ya in situ 

mikrobiyal stratejileri ya da in situ biyoremediasyon stratejileri kullanılır.  

Cr(VI)‘yı Cr(III)‘e indirgeme yeteneğindeki mikroorganizmaların keĢfi bu 

stratejilerin geliĢmesinde önemli bir potansiyele sahiptir. 1977‘de ilk kez rapor edilen 

bakteriyel suĢlar arasında Pseudomonas, Rus bilim adamları N.A. Romanenko ve V. 

Korenkov tarafından kromatla kontamine olmuĢ arıtma çamurundan izole edilmiĢtir. 

1977‘den beri Bacillus cereus, B. Subtilis, Pseudomonas aeruginosa, P. ambigua, P. 

fluorescens, E. coli, Achromobacter eurydice, Micrococcus roseus, Enterobacter 

cloacae, Desulfovibrio desulfuricans ve D. Vulgaris gibi kromat indirgeyen birtakım 

suĢlar rapor edilmiĢtir (Lovley, 1994). Ayrıca Bacillus spp., E. coli ATCC 33456, 

Shewanella alga BrY-MT ve birkaç kimliği tanımlanmamıĢ suĢun Cr(VI) indirgediği 

bazı çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Camargo ve ark., 2003a; Guha ve ark., 2001).  

Beveridge ve Mclean (2000) kromla kaplı bakır arsenatla kontamine olmuĢ bir 

bölgeden krom indirgeyen bakterinin izolasyonunu ve karakterizasyonunu 

çalıĢmıĢtır. Bu çalıĢma sonunda, çözünmeyen bir çökeltide hekzavalent kromu 

indirgeme yeteneğine sahip olan, kromla kontamine bir bölgeden izole edilen ve 

böylece toksik krom türlerini solüsyondan uzaklaĢtıran gram negatif bir bakteri 

(CRB5) bilim dünyasına kazandırılmıĢtır. 16S rRNA analizleri, bu izolatın 

Pseudomaonas synxantha ile yüksek bir benzerlikle Pseudomonas cinsine ait bir tür 

olduğunu ortaya çıkarmıĢtır. CRB5, kromatın yüksek konsantrasyonunu tolere 

edebilmekte olup, aerobik ve anaerobik Ģartlarda Cr(VI) indirgeyebilmektedir. 
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Ayrıca 48°C ve 37°C arasında, düĢük besin Ģartları altında ve pH 4-9 düzeylerinde 

geniĢ bir oranda krom indirgeme verimliliği sergilemektedir. Donati ve arkadaĢları 

(2001) Thiobacillus ferrooxidans‘da Cr(VI) indirgemesini etkileyen faktörleri 

çalıĢmıĢtır. Enerji kaynağı olarak sülfür kullanan T. Ferrooxidans kültürlerinin 

Cr(VI) indirgeme yetenekleri yüksek indirgeme gücü ile  sülfür bileĢiklerinin (sülfit, 

tiyosülfat ve politiyonatlar) jenerasyonuyla iliĢkiliydi. Diğer  Cr(VI) indirgeyen 

mikroorganizmaların aksine, T. Ferrooxidans düĢük pH‘da daha yüksek Cr(VI) 

indirgemesi gösterdi. Ayrıca kültürün yaĢı ile beraber Cr(VI) indirgemesi de 

artmıĢtır. T. Ferrooxidans hücreleri terminal elektron akseptörü olarak Cr(VI) ile 

anaerobik Ģartlar altında büyüme kapasitesine sahiptir. 

2003 yılında deri sanayinden izole edilen ve kroma dirençli bir suĢ olan Candida 

maltosa ile yüksek Cr(VI) konsantrasyonlarına direnci ve kimyasal olarak krom 

indirgeme yeteneği çalıĢıldı. Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae ve 

Yarrowia lipolytica gibi üç laboratuar suĢu ile karĢılaĢtırıldığında C. maltosa 100 

mg/mL kadar yüksek kromat konsantrasyonuna tolaranslı olduğu bulundu. Ek olarak 

bu fenotipik özellik suĢun Cr(VI) indirgeme yeteneğine sahip olduğunu gösterdi. 

Kromat indirgemesi hem hücre ekstraktlarında hem de bozulmamıĢ hücrelerde 

(kromat içeren toprak ya da besiyeri kültüründe büyüyen hücreler) gözlendi. 

Raorathinam ve ark., (2007) karıĢık Pseudomonas kullanarak karsinojenik 

Cr(VI)‘nın biyolojik uzaklaĢtırılmasını rapor etti. Bu çalıĢmada bataklık araziden 

izole edilen Pseudomonas kültürleri uygulanarak Cr(VI)‘nın Cr(III)‘e aerobik 

indirgemesi rapor edildi. Sıcaklık, pH, krom konsantrasyonunun rolü ve mikrobiyal 

Cr(VI) indirgemesindeki katkılar incelendi. 300 ppm‘lik Cr(VI) konsantrasyonunda 

bile indirgemenin tamamlanması muhtemel olmaktadır. (SO
4)-2

 gibi iyonlar ve poli-

fenoller Cr(VI) indirgemesi ile iliĢkili metabolik aktiviteyi inhibe ettiler. Optimal 

koĢullarda 100 mg/L Cr(VI) 180 dakika içinde tamamen indirgendi.  

Okeke (2008) sudan izole tuz tolere eden bir bakteri, Exiguobacterium sp. GS1 ile 

hekzavalent kromun biyolojik uzaklaĢtırmasını çalıĢtı. ÇalıĢma sonuçları izolatın 12 

saat içinde önemli ölçüde hem düĢük hem de yüksek konsantrasyonlarda (1-200 µg 

mL/1)  Cr(VI)‘yı uzaklaĢtırdığını gösterdi. Benzer olarak izolat geniĢ bir sıcaklık 

aralığında (18–45 °C) ve baĢlangıç pH(6-9)‘da Cr(VI)‘yı önemli ölçüde indirgedi. 

Optimum sıcaklık ve optimum baĢlangıç pH değerleri sırasıyla 35–40 °C ve 7–8‘dir. 
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Yang ve ark., (2009) Çin‘in Hunan Ģehrinde bir çelik-alaĢım fabrikasında krom 

içeren cürufla kontamine olmuĢ topraklarda doğal bakterilerle Cr(VI) 

remediyasonunu rapor ettiler. Onların sonuçları kontamine topraklarda yeterli besin 

sağlandığında, 10 günde % 97.8 oranda azalma ile total Cr(VI) konsantrasyonu, 

baĢlangıç değeri 462.8 mg/kg‘dan 10 mg/kg‘a düĢmüĢtür. Suda çözünen Cr(VI) 

baĢlangıç değeri  383.8 mg/kg‘dan 1.7 mg/kg‘a düĢmüĢtür. DeğiĢtirilebilir ve 

karbonat bağlı Cr(VI) sırasıyla %92.6 ve % 82.4 oranında uzaklaĢtırıldı. 

1.5. Bakteriyal Cr(VI) Ġndirgemesi 

Krom indirgeyen bakteriler yıllarca çalıĢılmasına rağmen, Cr(VI) indirgeme 

mekanizması ve biyokimyası hakkında çok azı için bilgi vardır. Cr(VI)‘nın 

hücrelerce alınıp alınmadığı ya da sitoplazma veya periplazmada dıĢarıya transfer 

edilen elektronlarca indirgenip indirgenmediği hala belirsizliğini korumaktadır. 

Hücreler ve metal oksitler arasındaki direk etkileĢimin enerji korunum süreçlerini 

gerektirdiği gösterilmiĢtir (Arnold ve ark., 1988). Topraklarda Cr(VI) indirgemesi 

genellikle elektron çukuru olarak hareket edebilen ve reaktif organik ve inorganik 

elektron kaynaklarından elektron kabul edebilen oksijen, nitrat, demir ve manganez 

gibi elektron akseptörleri varlığına bağlıdır. Elektron donörleri fazla ve yukarıda 

bahsedilen elektron akseptörleri düĢük olduğunda Ģartlar  Cr(VI) indirgemesini 

destekleyecektir. Hekzavalent krom oksitleyici bir ajandır ve aĢağıdaki eĢitlikte 

gösterdiği gibi uygun elektron donörleri varlığında kolayca indirgenir (Sharma, 

2002). 

H CrO 4

  + 7H   + 3e    Cr 3 + 4H 2 O 

Bakteriler sitokromları içeren elektron transport sistemleri aracılığıyla aerobik ve 

anaerobik Ģartlar altında Cr(VI)‘yı indirgeyebilirler. Cr(VI) indirgemesini içeren 

süreç aerobik ve anaerobik Ģartlar altında olabilir(Cheung ve Gu, 2007). Aerobik ve 

anaerobik Ģartlar altında enzimatik Cr(VI) indirgeme mekanizması ġekil 2‘de 

gösterilmiĢtir.  
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 ġekil 2: Aerobik (üst hat) ve anaerobik (alt hat) Ģartlar altında enzimatik Cr(VI) 

indirgeme mekanizması (Wang ve Shen, 1995). 

Aerobik Ģartlar altında iki-üç basamakta oluĢan kısa ömürlü Cr(V) ve Cr(IV) 

oluĢumundan sonra, Cr(VI) indirgemesinin stabil son ürünü olarak Cr(III) oluĢur. 

Cr(V)‘in Cr(IV)‘e ve Cr(III)‘e indirgenmesi enzim aracılı mı ya da kendiliğinden mi 

olduğu bilinmemektedir. Cr(VI) indirgemesi sürecinde NADH, NADPH ve endojen 

elektron rezervleri, elektron donörü olarak iĢlev görürler. ChrR enzimi geçici olarak 

bir elektron mekiği ile Cr(VI)‘yı Cr(V)‘e indirger, ara ürün Cr(V)‘in bir kısmı reaktif 

oksijen türleri (ROT) üretmek için kendiliğinden tekrar oksitlenmesine rağmen bunu 

takiben iki elektron transferi ile Cr(III) üretilir. YieF enzimi ise üç elektronun 

Cr(III)‘e verildiği ve birinin de oksijene transfer edildiği dört elektron transferi ile 

Cr(VI)‘nın Cr(III)‘e direkt indirgemesini katalize etmede eĢsizdir (Cheung ve Gu, 

2007). 

Anaerobik koĢullar altında sülfat indirgeyen bakterilerce üretilen H2S gibi doğal 

anaerobik metabolitler oksijensiz ortamda etkili kimyasal Cr(VI) indirgeyicilerdir. 

Oksijen yokluğunda Cr(VI), solunum zincirinde karbohidratlar, proteinler, yağlar, 
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hidrojen, NAD(P)H ve endojen elektron rezervlerini içeren uzun bir dizi donörler 

için terminel elektron akseptörü olarak hizmet eder. Tipik anaerobik Cr(VI) 

indirgemesi Ģekil 2‘de gösterilmiĢtir (alt hat). SR ve MR sırası ile çözünür ve 

membrana bağımlı redüktazları temsil ederler (Cheung ve Gu, 2007). 

Bu güne kadar Cr(VI) indirgeme mekanizması çalıĢmaları Vibrio fischeri (Fulladosa 

ve ark., 2006), Bacillus sphaericus AND303 (Pal ve Paul, 2004), Pseudomonas 

(CRB5) (McLean ve Beveridge, 2001), Escherichia coli 33456 (Shen ve Wang, 

1994a), ve Enterobacter cloacae (Wang ve ark., 1990) gibi bir çok tür üzerinde 

yapılmıĢtır. Ancak kromun ara ürün formları Shewanella oneidensis (Daulton ve ark., 

2007; Neal ve ark., 2002) ve Pseudomonas ambigua G-1 (Suzuki ve ark., 1992) gibi 

birkaç bakteriyel suĢta incelenmiĢtir (Codd ve ark., 2006).  

1.6. Cr(VI) Dirençlilik Mekanizması 

Çoğu mikroorganizma grubu Cr(VI)‘ya hassastır, fakat bazı mikrobiyal türler 

dirençlidir ve yüksek düzeylerde  kromatı tolere edebilirler. Bakterilerde Cr(VI) 

dirençliliği çoğunlukla plazmid kaynaklıdır. Farklı dirençlilik stratejileri 

tanımlanmıĢtır; 

 Sülfat transport modifikasyonu (Brown ve ark., 2006; Hu ve ark., 2005, 

Thompson ve ark., 2007), 

 Katalaz, süperoksit dismutaz gibi Reaktif Oksijen Türlerini temizlemek için 

kullanılan enzimleri aktive ederek oksidatif strese bağlı kromatla mücadele 

(Ackerley ve ark., 2006), 

 RecA, RecG, RuvAB gibi SOS yanıtı enzimlerinin  DNA hasar tamiri için 

üretimi ( Hu ve ark., 2005; Llagostera ve ark., 1986; Miranda ve ark., 2005), 

 Fenton reaksiyonu ile yüksek oranda reaktif hidroksil radikallerin üretimini 

engellemek için ayrı tutmaya hizmet eden demir alınımının regülasyonu 

(Brown ve ark., 2006)  

 Cr(VI)‘nın, hücre yüzeyinde lipopolisakkarit ligantların fonksiyonel grupları 

ile reaksiyon veren Cr(III)‘e hücre dıĢı indirgenmesi (Flemming ve ark., 

1990; McLean ve ark., 1990; Snyder ve ark., 1978). 
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Bazı durumlarda Cr(VI) dirençliliği sülfat alınım mekik sistemi gibi alınım 

mekanizmalarının regülasyonu ile iliĢkilidir. Kromatın yapısal olarak sülfata olan 

benzerliğinden dolayı, kromat bazı türlerde sülfat transport sistemini kullanarak 

hücreden geçer. Memranı geçtikten sonra çeĢitli enzimatik ve enzimatik olmayan 

aktivitelerle, mutajeniteyi artıran DNA transkripsiyonu ile sonuçlanmasına aracılık 

eden Cr(III)‘e indirgenir (Cervantes ve ark., 2001). Ek olarak, Cr(III) karboksil ve 

tiyol grupları ile reaksiyona girerek enzimlerin yapı ve aktivitelerini değiĢtirebilir ve 

çeĢitli toksik etkilerini stoplazmada sergileyebilir (Cervantes ve ark., 2001). Hasar ve 

direnç mekanizmaları ġekil 3‘de gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 3: Bakterilerde Cr(VI) dirençlilik mekanizması (Ramírez-Díaz ve ark., 2008). 

Kromatın hücreyi geçmesi için kullanılan kromozom kodlu sülfat alınım yolağı 

mutasyona uğradığında (X) kromatın transportu da azalır (A). Cr(VI)‘nın extraselüler 

indirgenmesi Cr(III)‘ün hücre membranından geçiĢini engeller (B). Cr(VI)‘nın hücre 

içi indirgenmesi protein ve DNA hasarlarının yanı sıra oksidatif stresler de üretebilir 

(C). Detosifiye edici enzimler kromatın toksik etkilerini minimize eden oksidatif 

strese karĢı korumaya katılırlar (D). Plazmid kodlu transportırlar kromatı 

stoplazmadan sızdırabilirler. DNA tamir sistemleri krom türevlerince oluĢturulan 

hasarlardan korumaya katılırlar (F) (Ramírez-Díaz ve ark., 2008). 
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ÇeĢitli kromat dirençli bakteriyel izolatlar rapor edilerek Cr(VI) dirençlilik 

mekanizmasının ya kromozomal genlerle ya da plazmidlerle kodlanabildiği 

belirtilmiĢtir (Cervantes ve Campos-Garcıa 2007). Genellikle plazmidlerde yerleĢmiĢ 

olan genler kromat iyonunun direkt olarak stoplazmadan dıĢarı akmasına aracılık 

eden membran tranportırlarını kodlarlar. Diğer taraftan bakteriyel kromozomlarda 

kodlanan dirençlilik sistemleri genellikle spesifik ya da spesifik olmayan Cr(VI) 

indirgemesi, serbest radikal detoksifiye aktiviteleri, DNA hasar tamiri ve sülfür ve 

demir homeostazisi ile ilgili prosesler gibi stratejilerle iliĢkilidir (Das, 2009). 

Bazı metallerin ortamdaki kalıcı niteliği mikrobiyal topluluklarda ve aktivitelerinde 

önemli değiĢimlere yol açar. Ağır metallerin gerekli fonksiyonel grupları 

engelleyerek, esansiyel metal iyonlarının yerine geçerek ve biyolojik moleküllerin 

konformasyonlarını değiĢtirerek mikrobiyal büyümeyi ve diğer enzimatik aktiviteleri 

inhibe ettiği gösterilmiĢtir ( Li ve Tan, 1994; Wood, 1984 Gadd ve Griffiths, 1978). 

Metallerle kontamine olmuĢ çevrelerde, mikrobiyal kommünitelerin yanıtı, toksik 

ajanların konsantrasyonlarına bağlıdır. Bakterilerde ağır metal dirençliliği için 

önerilen dirençlilik mekanizmaları geçirgenlik bariyeri ile dıĢlama, aktif taĢıma ile 

dıĢlama, hücreye bağlı proteinlerle hücre içi fiziksel ayırma, hücre dıĢı ayırma, toksik 

ve toksik olmayan metallerin kimyasal modifikasyonla detoksifikasyonunu içerir. 

Mikroorganizmalar hücresel hedeflere metal hassasiyetini azaltmak için çeĢitli 

stratejiler kullanabilirler: 

 metal hassasiyetini azaltmak için mutasyonlar, 

 hasarlı hücre bileĢenlerin üretimi arttırma, 

 hasarlı hücre bileĢeni tamirinin verimliliğini arttırma, 

 plazmid kodlu direnç mekanizmasının kullanımı 

Bu mekanizmalar ya tek baĢlarına ya da çeĢitli kombinasyonlarla oluĢabilirler. 

Metallerin çevredeki sürekliliği dirençli ya da indirgeme kapasitesine sahip suĢları 

seçer. Cr(VI) (kontamine metal) iĢleme–atık buharlaĢtırma havuzlarından izole 

edilen organizmaların krom toleransı  bu bölge dıĢında karĢılaĢtırılanlarda daha fazla 

olduğu bulunmuĢtur (Losi ve Frankenberger, 1994). Plazmid iliĢkili bakteriyel 

dirençlilik Streptococcus lactis (Efstathion ve Mckay, 1977), Pseudomonas sp 

(Summers ve Jacoby, 1978) ve Alcaligenes eutrophus‘da rapor edilmiĢtir. 

Pseudomonas fluorescens LB300 ile çalıĢmalar plazmid kaybı ile sonuçlanan Cr(VI) 

direnç kaybını ve suĢun Cr(VI) direnç yeteneği kazanmasıyla sonuçlanan 
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saflaĢtırılmıĢ plazmid DNA ile yapılan plazmidsiz suĢun transformasyonunu 

göstermiĢtir(Bopp ve ark., 1983)  

1.7. Cr(VI) Ġndirgeyen Bakteriler 

Mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi ilk kez 1970‘lerin sonunda Romanenko ve 

Koron‘Kev(1977) tarafından anaerobik koĢullarda büyüyen Pseudomonas sp.‘de  

gözlenen Cr(VI) indirgeme yeteneğiyle rapor edildi. Bu çalıĢmadan sonra bazı 

araĢtırmacılar çeĢitli Ģartlar altında Cr(VI) indirgemesini katalize eden yeni 

mikroorganizmalar izole ettiler (Ackerley ve ark., 2004; Ramírez- Ramírez ve ark., 

2004; Ganguli ve Tripathi, 2002; Chirwa ve Wang, 1997; Suziki ve ark., 1992; Baldi 

ve ark., 1990;Othake ve ark., 1990;). Bilinen Cr(VI) indirgeme bakterileri Tablo 3‘de 

verilmiĢtir. 

Tablo 3: Bilinen krom(VI) indiryen bakteriler 

 

Tür isimleri 

 

Ġzolasyon ġartları 

 

Referanslar 

 

Achromobacter sp. 

StrainCh1 

Anaerobik Zhu ve ark., 2008 

Agrobacterium 

radiobacter EPS-916 

Aerobik-Anaerobik Llovera ve ark., 1993 

Alcaligenes eutrophus Aerobik Nies ve Silver, 1989 

Bacillus megaterium 

TKW3 

Aerobik Cheung ve ark., 2006 

Bacillus sp. Aerobik Chirwa ve Wang, 1997 

Bacillus sp. ES 29 Aerobik Camargo ve ark., 2003b 

Bacillus subtilis Anaerobik Carlos ve ark., 1998 

Bacillus drentesis Aerobik Molokwane ve Chirwa, 

2009 

Bacillus mycoides Aerobik Molokwane ve Chirwa, 

2009 

Bacillus  thuringiensis Aerobik Molokwane ve Chirwa, 

2009 
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Deinococcus radiodurans 

R1 

Anaerobik Frederickson ve ark., 2000 

Enterobacter cloacae 

Strain HO1 

Anaerobik Wang ve ark., 1989(a) 

Enterobacter sp. Aerobik Molokwane ve Chirwa, 

2009 

Escherichia coli ATTC 

33456 

Aerobik-Anaerobik Shen ve Wang, 1994b 

Lycinibacilus sphaericus Aerobik Molokwane ve Chirwa, 

2009 

Ochrobactrum sp. Aerobik Zhiguo ve ark., 2009 

Pantoea agglomerans SP1 Anaerobik Francis ve ark., 2000 

Pseudomonas fluorescens Aerobik-Anaerobik Bopp ve ark., 1983, 

Ohtake ve ark., 1987 

Pseudomonas fluorescens 

LB300 

Aerobik Bopp ve Ehrlich, 1988 

Pseudomonas putida MK1 Anaerobik Park ve ark., 2000 

Pseudomonas sp. Aerobik Gopalan ve Veeramani, 

1994 

Pseudomonas spp. Anaerobik Mclean ve Beveridge, 

2001 

Pseudomonas aeruginosa Aerobik Aguilera ve ark., 2004 

Providencia sp Aerobik-Anaerobik Thacker ve ark., 2006 

Shewanella alga 

(BRYMT) ATCC 55627 

Aerobik-Anaerobik Guha ve ark., 2001 

Shewanella putrefaciens 

MR-1 

Anaerobik Myers ve ark., 2000 

 

1.8. Cr(VI) Ġndirgeme Yolları 

Mikroorganizmalar bazı oksidasyon-redüksiyon reaksiyonlarına katılarak 

metabolizmaları için enerji elde ederler. Tüm mikrobiyal prosesleri yöneten itici güç 

olan elektron transferleri fotosentez ortamlarında meydana gelmez. Çevreye bağımlı 

mikroorganizmalar enerjinin korunumu için çeĢitli oksidasyon-redüksiyon çiftlerine 
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aracılık etme yetenekleri uyarlanmıĢ ve geliĢtirilmiĢitir. Bazı Cr(VI) dirençli 

bakteriler Cr(VI)‘yı Cr(III)‘e indirgeyerek büyüyebilmektedir. Cr(VI) indirgemesi 

bazı bakterilerin hayatta kalmak için ortamın detoksifikasyonuyla savunma 

mekanizması olarak kullandığı tesadüfi indirgeme süreci olarak kabul edilir. Çoğu 

Cr(VI) indirgeyen bakteri (KĠB) Ģimdiye kadar gram negatif olan bakteriler rapor 

edildi (Francis ve ark., 2000; Baldi ve ark., 1990). Son zamanlarda terminal elektron 

akseptörü olarak Cr(VI)‘yı kullanma yeteneği sülfat indirgeyen bir bakteri grubunda 

ve Pantoea agglumerans‘da gösterilmiĢtir (Francis ve ark., 2000; Tebo ve 

Obraztsova, 1998). 

Cr(VI) indirgemesi bazı bakteri türlerinde ko-metabolik olarak (enerji korunumuna 

katılmaksızın) gösterilmiĢtir, fakat ağırlıklı olarak anaerobik koĢullar altında 

katabolik ya da solunumla ilgilidir. Daha sonraki süreçlerde Cr(VI), büyüme ve 

hücre korunması için enerji korunumuyla sonuçlanan proses olan membran elektron-

transport solunum yolağında bir terminal elektron akseptörü olarak iĢlev görür ( 

Lovley ve Phillips, 1994; Ishibashi ve ark., 1990; Horitsu ve ark., 1987). Katobolik 

ya da solunumla ilgili proseste elektronlar NADH elektron donöründen Cr(VI)‘ya 

aktarılır (Chirwa ve Wang, 1997; Suziki ve Fukuda, 1990). 

Cr(VI) indirgemesinin katabolik doğası daha evvel Wang ve ark., (1990) tarafından 

yapılan indirgenmiĢ kromun ağırlıklı olarak besi yerinde bulunduğu ve Enterobacter 

cloacae HO1‘in parçalanmıĢ hücrelerinde sadece % 30‘dan daha azı serbest 

bırakıldığı tüm hücre ve parçalanmıĢ hücre deneylerinde gösterilmiĢtir. Shen ve 

Wang (1993) Cr(VI) indirgeyen E.coli ATCC 33456 ile çalıĢarak bu sonuçları 

doğrulamıĢtır. Daha sonraki deneylerde, indirgenmiĢ kromun sadece %10‘u hücreler 

içerisinde biriktirilmiĢtir.  

ġu anda mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi direk enzimatik indirgeme ve indirek 

indirgeme olmak üzere iki mevcut modelle açıklanabilir. Enzimatik ve nonenzimatik 

bu iki indirgeme arasında ayrım yapmak zordur. Direk enzimatik indirgeme redüktaz 

sistemiyle indirgeme anlamına gelir. Ġndirek mekanizma ise esas olarak bakteriyel 

metabolitler gibi bakteriyel kaynaklarca sağlanan Ģartlarla indirgeme anlamına gelir. 

1.8.1. Direk Enzimatik ve Ġndirek Cr(VI) indirgemesi 

Shen ve Wang tarafından yürütülen çalıĢmalar (Shen ve Wang, 1993) E. coli‘de 

çözünür kromat redüktaz varlığını öne sürdü. Diğer bir grup gram negatif 
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bakterilerde, Pseudomonas sp CRB5‘de Cr(VI) indirgemesine stoplazmada yerleĢmiĢ 

çözünür bir enzimle aracılık ettiği bulundu (McClean ve Beveridge, 2001). Gram 

negatif bakterilere ek olarak çözünür enzim redüktazlar ayrıca gram pozitif suĢlarda 

da gözlendi. Bacillus coagulans‘da çözünür enzimle kromat indirgemesi için 

elektron donörü olarak NADH tercih edilir (Philip ve ark., 1998).  

Direk enzimatik indirgemede okside NADH‘ın mol baĢına iki mol elektron transfer 

edilir. ChroA redüktaz Pseudomonas fluorescens LB300‘de Cr(VI) ile aktive olan 

ChroA geni kaynaklı kromozom kodlu olarak tanımlanmıĢtır. Mikroorganizmalarca 

Cr(VI) indirgemesi sıklıkla pH‘nın yükselmesi ile sonuçlanan indirgeme 

eĢdeğerlikleri olarak yüksek miktarda proton tüketimi ile sonuçlanır. pH‘nın artması 

indirgenmiĢ kromun, eĢitlik (a) ve (b)‘de gösterildiği gibi krom 

hidroksit(Cr(OH) 3 )(k ) olarak çökmesini kolaylaĢtırır (Brock ve Madigan, 1991; 

Zakaria ve ark., 2007). 

      CRB 

           3e
-
 

CrO4
2-

 + 8H
+
 + 6e

-  
       Cr

3+
 + 4H2O    neutral pH Cr(OH)3 + 3H

+
 + H2O     

(a) 

  

3CH3COO
-
 + 4HcrO4

-
 + 4CrO4

2- 
+ 33H

+ 
               8Cr

3+
 + 6HCO3

-
 + 20H2O 

 (b) 

EĢitlik (a) Cr(VI) indirgeyen bakterilerce katalizlenen jenerik bir Cr(VI) indirgeme 

reaksiyonunu gösterirken, eĢitlik (b) elektron donörü olarak basit bir karbon 

kaynağıyla Cr(VI) indirgemesini gösterir. Ayrıca diğer yağ asidi hidroliz 

biyoürünleri Cr(VI) indirgemesi için elektron donörü olarak hizmet edebilir  

Cr(VI) indirgemesi için yaygın iki yolak ġekil 5‘de gösterilmiĢtir, bunlardan ilki 

Cr(VI)‘nın Cr(III)‘e direk olarak çözünür ya da membran iliĢkili bir redüktazla 

indirgenmesidir (B) (Chirwa, 2001), ikincisi ise stabil olmayan bir ara ürün olan 

Cr(V) formunu içeren Cr(VI) indirgemesidir (A) (Suziki ve ark., 1990). Ġlk yolak 

yaygın biçimde aerobik Ģartlar altında çoğunlukla Bacillus‘da gözlemlenmiĢken, 

ikincisi anaerobik Ģartlar altında Pseudomonas türlerinde gözlemlenmiĢtir. 
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ġekil 4: Cr(VI) indirgeme yolları: (A) NAD(P)H oksidasyonu ile kolaylaĢtırılmıĢ 

geçici ürün Cr(V) aracılığıyla adım adım indirgeme (Suziki ve ark., 1990) ve (B) 

NADH oksidasyonu ile kolaylaĢtırılmıĢ çözünür redüktaz Chro A ile direk indirgeme 

(Chirwa, 2001). 

Cr(VI) indirgemesi diğer türlerde, spesifik olmayarak stokromların kroma elektron 

transferleri gibi redoks aktif biyomolekülleri olan tesadüfi bir reaksiyon olarak oluĢur 

(Lovely ve Phillips, 1994). Desulfotomaculum reducens ve Pantoea agglomerans 

gibi iki bakteri türü büyüme için hidrojen ya da organik asitlerin oksidasyonu için 

çiftleĢmiĢ Cr(VI) indirgemesinden korunan enerji ile solunum elektron akseptörü gibi 

Cr(VI)‘yı kullanarak enerji elde ettiği gösterilmiĢtir (Francis ve ark., 2000; Tebo ve 

Obraztsova, 1998). Bu gözlemler glukoz, pepton, ve biyolojik Cr(VI) indirgemesini 

baĢarmak için her zaman gerekmeyen triptoz gibi yüksek oranda bozunabilir 

substratların varlığını gösterir. Daha uzun süreli bu gözlemlere göre, enerjice zengin 

moleküller hücrenin merkezi metabolik sistemi için ara ürün ya da karbon kaynağı 

gibi kritik olan daha basit metabolitlere dönüĢtürülebilir.  

1.8.2. Kromat redüktazlar   

Enzimatik Cr(VI) indirgemesi bazı krom indirgeyen bakterilerde gösterilmiĢtir 

(Ganguli ve Tripathi, 2001; Kaufman ve Lovley, 2001; Bae ve ark., 2000; Oh ve 
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Choi, 1997; Clark, 1994; Yamoto ve ark, 1993; Suziki ve ark., 1992). CRB‘ler 

Cr(VI)‘yı ya çözünür ya da membrana bağlı enzim sistemleriyle indirgeyebilirler. 

Membran iliĢkili kromat reduktaz aktivitesi ilk kez hücre yüzeyinde gözlenen 

çözünmeyen formdaki indirgenmiĢ kromat çökeltilerinde yer alan Enterobacter 

cloacae HO1‘de gözlendi (Wang ve ark., 1989b). Elektron donörü olarak fenazin 

metosülfat (PMS) indirgeyen askorbat varlığında Enterobacter cloacae HO1‘in dıĢ 

membran keseciklerinin sağ tarafında yüksek kromat indirgemesi gözlendi (Wang ve 

ark., 1989b). Daha sonra NADH‘tan kromata elektron transfer eden membran iliĢkili 

esas enzim Bopp ve ark. Tarafından açığa çıkarıldı (Bopp ve ark., 1983). Shewanella 

putrefaciens MR-1 kromat redüktaz aktivitesi anaerobik olarak büyüyen hücrelerin 

stoplazmik membranı ile iliĢkilendirildi (Myers ve ark., 2000). Format ve NADH 

redüktaz için elektron donörü olarak hizmet etti. Elektron donörü olarak NADPH ve 

L-Laktat sağlandığında aktivite olmadığı gözlendi. Ancak bunun için, Shewanella 

putrefaciens’in aksine Pseudomonas putida‘da NADPH bir elektron donörü olarak 

hizmet etti (Park ve ark., 2000). 

1.8.2.1. Aerobik redüktazlar 

Daha önce pseudomonas’lardan Cr(VI) redüktaz saflaĢtırmasının yapıldığı çeĢitli 

çalıĢmalar rapor edilmiĢtir.Ishibashi ve ark., (1990) P. putida PRS 2000‘den çözünür 

bir Cr(VI) redüktazı kısmen saflaĢtırdı. Suzuki ve ark., (1992) P. ambigua G-1‘den 

38 kat daha saflaĢtırılmıĢ çözünür bir Cr(VI) redüktaz rapor ettiler. Daha sonraki bir 

araĢtırmada, bu redüktazı kodlayan genin Vibrio harveyi KCTC 2720‘in ayrıca 

Cr(VI) indirgeme aktivitelerine sahip olan nitroredüktazına %58 oranında yüksek bir 

nükleotit sekans homolojisi sergilediği bulunmuĢtur (Kwak ve ark., 2003). Park ve 

ark., (2000) P. putida MK1‘den 600 kat daha çözünür bir Cr(VI) redüktazı, chrR‘yi 

saflaĢtırdılar. ChrR‘yi kodlayan chrR geni, saf enzimin N-terminal ve internal amino 

asit segmentlerinin bilinen amino asit sekanslarına dayalı olarak P. putida MK1‘in 

genomik sekansından tanımlanmıĢtır (Park ve ark., 2002). Ackerley ve ark., (2004) 

ChrR‘yi optimum olarak 70ºC‘de  Cr(VI) indirgemesini katalizleyen dimerik bir 

flavoprotein olarak tanımladılar. Açık okuma çerçevesinde E. coli kromozomunda 

bir fonksiyonla görevlendirilmemiĢ yieF, ChrR ile yüksek bir homolojiye sahip 

olduğu bulunmuĢtur. Bu gen klonlandı ve kodlanan protein YieF, 35ºC ‘de 

maksimum Cr(VI) indirgemesi gösterdi (Park ve ark., 2002). Son zamanlarda bir 
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membran iliĢkili Cr(VI) redüktaz da iki boyutlu jel elektroforezinde saptanan B. 

Megaterium TKW3‘ün proteomundan tanımlanmıĢtır (Cheung ve ark., 2006). 

1.8.2.2. Anaerobik redüktazlar 

Anaerobik koĢullar altında Cr(VI) indirgeme sürecine aracılık etmek için hem 

çözünür hem de membran iliĢkili enzimler bulundu. Aeroblardan izole edilen Cr(VI) 

redüktazların aksine, anaerobların Cr(VI) indirgeme aktiviteleri, solunum zincirleri 

boyunca hazır olarak elektron mekiği katalizleyen elektron transfer sistemleri ile 

iliĢkilidir (Wang ve Shen, 1995). Stokrom b ve stokrom c gibi stokrom ailelerinin 

sıklıkla enzimatik anaerobik Cr(VI) indirgemesinde rol aldığı gösterilmiĢtir. Cr(VI) 

indirgeme aktivitelerine sahip olan anaerobların yaygın biçimde ortaya çıkması, 

reaksiyonu kolaylaĢtırmak için fiziksel Ģartların modulasyonu ve sadece besinlerin 

eklenmesini gerektirecek olan Cr(VI) ile kontamine sedimentlerin in situ 

biyoremediasyonu için büyük potansiyel sunar (Turick ve ark., 1996). 

1.8.2.3. Krom varlığında kromat redüktazın indüklenmesi 

SDS-PAGE kullanılarak günümüze kadar yapılmıĢ ve kromat redüktazın moleküler 

ağırlığı hakkında bize fikir verebilecek birkaç çalıĢma mevcuttur. Park ve ark., 2000 

yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada Pseudomonas putida MK1‘den  saflaĢtırdıkları 

kromat redüktazın moleküler ağırlığının yaklaĢık 20 kDa olduğunu belirlemiĢlerdir. 

Suzuki ve ark. (1992), P. ambigua‘dan saflaĢtırılan kromat redüktazın SDS-PAGE 

ile moleküler ağırlığının 25 kDa ve Native-PAGE ile 65 kDa civarında olduğunu 

bildirmiĢlerdir (Suzuki ve ark., 1992). P. aeruginosa (Ganguli ve Tripathi, 2001) ve 

Ochrobactrum sp.(Thacker ve Madamwar, 2005)‘de bu protein yaklaĢık 30 kDa 

ağırlığındadır. 100µg/ml Cr(VI) varlığında geliĢtirilen Bacillus sp. JDM-2-1 ve S. 

Capitis bakterilerinde 25 kDa moleküler ağırlığına sahip bir protein bandının 

indüklendiği ve bu proteinin kromat redüktaz olduğu rapor edilmiĢtir (Zahor ve 

Rehman, 2009). 

1.9. Mikrobiyal Krom Ġndirgemesini Etkileyen Faktörler 

1.9.1. Hücre yoğunluğu 

Cr(VI) indirgeme oranı hem aerobik hem de anaerobik Ģartlarda hücre yoğunluğu ile 

etkilendiği gösterildi. Wang ve ark., (1989a) anaerobik Ģartlarda hücre yoğunluğu 
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artıĢıyla Cr(VI) indirgeme oranında artıĢı tespit etti. Benzer gözlemler hem aerobik 

hem de anaerobik Ģartlarda E. coli kültürlerinde yapıldı. Ancak Cr(VI) indirgeme 

oranı hücre yoğunluğu artıĢı ile orantılı değildi ve spesifik Cr(VI) indirgeme oranı 

daha düĢük yoğunluklarda nispeten daha yüksek olduğu bulundu (Shen ve Wang, 

1994b). Bu gözlemler ayrıca Enterobacter cloacae, Agrobacterium radiobacter, 

Pseudomonas fluorescens LB300, Bacillus coagulans, ve Microbacterium sp. 

kültürlerinde de kanıtlandı. 

1.9.2. BaĢlangıç Cr(VI) konsantrasyonu 

BaĢlangıç Cr(VI) konsantrasyonuna bağlı olarak Enterobacter cloacae HO1‘de 

tamamlanmıĢ ya da tamamlanmamıĢ indirgeme gözlendi (Fujie ve ark., 1990; 

Komori ve ark., 1989). Büyüyen kültüre Cr(VI) eklenmesiyle hücre canlılığında bir 

azalıĢa rağmen, bazı Enterobacter cloacae (Wang ve ark., 1989b), E. coli (Shen ve 

Wang, 1994b), P. flourescens (Wang ve Xiano, 1995) ve Bacillus sp.( (Wang ve 

Xiano, 1995) kültürlerinde baĢlangıç Cr(VI) oranının artmasıyla baĢlangıç Cr(VI) 

indirgeme oranı arttı. Benzer olarak, spesifik baĢlangıç Cr(VI) indirgeme oranı E.coli 

kültürlerinde de Cr(VI) konsantrasyonlarının artmasıyla arttı. Ancak Cr(VI) 

indirgemesi için gerekli zamanın artıĢı da ayrıca gözlendi (Shen ve Wang, 1994b).  

1.9.3. Elektron akseptörlerinin etkisi 

Bazı bakterilerde oksijen varlığı Cr(VI) indirgemesini tamamen inhibe etmez, fakat 

Agrobacterium radiobacter EPS-916, E. coli ATCC 33456 ve Pseudomonas stutzeri 

CMG463‘te olduğu gibi baskılar (Badar ve ark., 2000; Wang ve Shen, 1995; Shen ve 

Wang, 1994b; Llovera ve ark., 1993; Shen ve Wang 1993; Komori ve ark., 1989). 

Mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi Enterobacter cloacae HO1‘de olduğu gibi hücre 

büyümesi gözlenmesine rağmen aerobik Ģartlar altında tamamen inhibe edilir (Fujie 

ve ark., 1990). ZenginleĢtirme mikroorganizmaları ile yapılan çalıĢmalar, %84 

indirgeme gözlenen anaerobik Ģartlar ile karĢılaĢtırıldığında aerobik Ģartlarda sadece 

%41 indirgeme gösterdi (Marsh ve ark., 2000). Marsh ve ark. (2000) oksijen ve nitrat 

indirgemeyi inhibe ettiğinden dolayı Cr(VI) indirgemesi için daha düĢük indirgeme 

Ģartlarının gerekli olduğu sonucuna vardılar. 

Sülfat ve nitrat gibi doğal olarak oluĢan elektron akseptörleri arasında Cr(VI) 

indirgemesi üzerine sırası ile 10 mM ve 16 mM konsantrasyonlarda çok az etkileri 

vardır. Bu konsantrasyonlar çeĢitli bakteri türleri ile değiĢmez. Pseudomonas putida 
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ile yapılan krom indirgemesi 1 mM sülfat ve 0.2 mM nitrat konsantrasyonundan 

etkilenmemiĢtir. Etki etmeyen konsantrasyonlar sırasıyla Bacillus sp.‘de 10 ve 16 

mM, E. coli‘de 83 ve 129 mM‘dı. 50 mM‘a kadar yüksek sülfat konsantrasyonu 

Desulfovibrio vulgaris‘de Cr(VI) indirgemesini etkilememiĢtir (Lovley ve Phillips, 

1994). Buna karĢın Enterobacter clocloacae‘de  sadece % 32‘lik 25 µM sülfat ve % 

84‘lük 5 mM NaNO 3  varlığında Cr(VI) indirgemesi inhibe olmuĢtur. Marsh ve 

ark.(2000) Tarafından alternatif elektron akseptörleri ile yapılan zenginleĢtirme 

çalıĢmaları, nitrat indirgemesinin Cr(VI) indirgemesinden önde gittiğini göstermiĢtir. 

1.9.4. Sıcaklık ve pH etkileri  

Mikrobiyal Cr(VI) indirgemesi için  bildirilen optimum sıcaklık ve pH Ģartları güçlü 

olarak indirgeme sürecinde büyüme ile iliĢkili olduğu rapor edildi. Cr(VI) 

indirgemesi Enterobacter cloacae için pH 6-8.5, E. coli ve Bacillus coagulans 

kültürleri için pH 3-8 aralıklarında gözlenmiĢtir. Ancak maksimum baĢlangıç Cr(VI) 

indirgeme oranı her üç bakteri grubu için de, çoğu bakteri grubunun büyümesi için 

optimum olan  pH 7‘dir. Enterobacter cloacae ve E. coli‘de 10-50 ºC gibi geniĢ bir 

aralıkta gerçekleĢen Cr(VI) indirgemesine rağmen, optimum sıcaklık sırasıyla 36
 
ºC 

ve 30 ºC‘dir. Bu Ģartlar anaerobik büyüyen bakteriler için optimal olarak 

bulunmuĢtur. Sedimentlerle yapılan çalıĢmalar optimum sıcaklığın 22 ºC ve 50 ºC ve 

optimum pH‘nın 6.8 olduğunu göstemiĢtir (Marsh ve ark., 2000).  

1.9.5. Karbon kaynakları ve elektron donörleri 

Organik maddeler elektron vericisi görevi yapıp Cr(VI) bileĢiklerini Cr(III) 

bileĢiklerine dönüĢtürmektedir (Losi ve ark., 1994; Wittbrodt ve Palmer, 1995, 1996; 

Gu ve Chen, 2003). Ancak literatürde reaksiyon mekanizmaları ve EPS, fulvik asit, 

humik asit gibi doğal organik asitlerde mevcut hangi fonksiyonel grupların Cr(VI) 

indirgenmesinde rol aldığı tam olarak bilinmemektedir. Gu ve Chen (2003) 

tarafından yapılan çalıĢmaya göre Cr(VI)‘nın biyoredüksiyonu, çalıĢmada kullanılan 

doğal organik asitlerin molekül ağırlığı ve yapısına bağlı olarak faklılık 

göstermektedir. Cr(VI)‘ nın doğal organik asitler tarafından indirgenmesi ortamın 

pH‘sına, sıcaklık, iyonik güç ve ortamda mevcut Fe ve Mn gibi diğer redoks reaktif 

metallerin konsantrasyonuna bağlıdır (He ve ark. 2004; Zayed ve Terry, 2003; 

Wittbrodt ve Palmer 1995; 1996; Rai ve ark., 1987; Adriano, 1986). 
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Elektron donörleri ve Cr(VI) indirgeme oranı arasındaki iliĢkileri kurmak ve 

denemek için çalıĢmalar yapılmıĢtır. Marsh ve ark. Tarafından topraklarla yaptığı 

zenginleĢtirme çalıĢmaları Cr(VI) indirgemesi için hidrojenin etkili bir elektron 

donörü olduğunu gösterdi. Ek olarak toprakta glukoz, format ve hidrojen gibi 

hidrojen biyoyararlanımını arttıran elekton donörleri, asetat, benzoat ve laktatla 

karĢılaĢtırıldığında Cr(VI) indirgemesini sitümüle etmiĢtir (Marsh ve Mclenerney, 

2001). 

Rege Cr(VI) indirgemesi için Enterobacter cloacae HO1‘in karbon kaynağı olarak 

sükrozu kullandığını rapor ettiler (Rege, 1997). Cr, yeraltı sistemlerinde mevcut 

humik asit, fulvik asit gibi doğal organik asitler ile sitrik asit, alginik asit gibi 

mikrobiyal yollarla oluĢan ligandlarla kuvvetli bileĢikler oluĢturur (Dubbin, 2004). 

Krom-organik molekül interaksiyonlarını izah edebilmek için birkaç mekanizma ileri 

sürülmüĢtür. Wittbrodt ve Palmer (1995) ve Uygur ve Bekbolet (2004), Cr-organik 

ligand bileĢiklerinin, ester oluĢumu veya Cr(VI)‘nın Cr(III)‘e indirgenmesi ile 

oluĢtuğunu ifade etmektedir. Metaller ile organik ligandlar arasındaki 

kompleksleĢme reaksiyonu, doğal organik asitlerde bulunan karboksil ve fenol 

grupları ile serbest metal iyonun oluĢturduğu bir iyon değiĢimi prosesi olarak 

tanımlanmaktadır. 

Puzon ve ark. (2005)‘ına göre mikrobiyal prosesler sonucu ortaya çıkan organik 

moleküller Cr(III) ile kompleks oluĢturarak Cr(III)‘ü çözünmüĢ iyonlar halinde suda 

tutmaktadır. Mikrobiyal prosesler sonucu suda çözünmüĢ Cr-ligand bileĢikleri 

oluĢtuğu gibi, çözünürlüğü düĢük ve tanecik boyutu yüksek organik 

makromoleküller (6-15 kDa) ile Cr(III)‘ün interaksiyona girdiği de görülmektedir 

(Puzon ve ark., 2005). 

Yeraltı suyunda, toprakta ve atıklarda bulunan doğal organik moleküller ortam 

koĢullarına bağlı olarak kromun biyoyarayıĢlılığını ve taĢınımını etkileyebilmektedir 

(Puzon ve ark., 2005; Dubbin, 2004; Abollino ve ark., 2003; Zayed ve Terry, 2003; 

Kraemer ve ark., 2002). Organik asitler, genelde düĢük pH‘ larda metal 

adsorpsiyonunu arttırırken, alkali koĢullarda ise azaltırlar (Kantar ve Honeyman, 

2005). Sitrik asit gibi organik asitlerin ya krom kolloidlerini yeniden mobilize ettiği 

ya da krom çözünürlüğünü arttırıp toprakta taĢınımını hızlandırdığı bilinmektedir 

(Johnson ve ark., 2001; Bartlett ve Kimble, 1976). Bazı araĢtırmacılar tarafından elde 
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edilen bulgulara göre de Cr(III)‘ ün değiĢik organik asitler ile kompleks 

oluĢturmasıyla bitkiler tarafından alınımının hızlandığı belirlenmiĢtir (Srivastava ve 

ark., 1999). Uygur ve Bekbolet (2004) tarafından yapılan bir çalıĢmada humik asitin 

Cr(VI)‘ nın TiO
2 

adsorpsiyonunu azalttığı gözlemlenmiĢtir. Mayes ve ark. (2000)‘ na 

göre, bol miktarda organik madde ihtiva eden bir toprak kolonunda Cr(VI)‘ nın 

Cr(III)‘ e indirgenerek gecikmeye uğradığı saptanmıĢtır. Ayrıca araĢtırmacılar, 

toprak kolonunda organik maddelerin Cr(VI)‘ yı indirgeyici bir rol üstlendiğini ve 

indirgenme reaksiyonlarının zamana bağlı olduğunu da gözlemlemiĢlerdir. 

Doğal organik maddeler elektron vericisi görevi yapıp Cr(VI) bileĢiklerini Cr(III) 

bileĢiklerine dönüĢtürmektedir (Wittbrodt ve Palmer, 1995; Gu ve Chen, 2003; Xu ve 

ark., 2004; Park ve ark., 2004). Son yıllarda yapılan bazı çalıĢmalarla, kromun 

bakteriler tarafından indirgenmesinde doğal organik asitlerin yardımcı bir rol 

oynadığı belirlenmiĢtir (Gu ve Chen, 2003; Tokunaga ve ark., 2003). Doğal organik 

asitler, mikroorganizma ile metal veya metal oksit arasında bir elektron düzenleyici 

görevi üstlenmektedir (Lovely, 1996). Bazı anaerobik bakteriler tarafından 

indirgenen doğal organik asitler elektron vericisi olarak davranmakta ve metalleri 

indirgemektedir (Gu ve Chen, 2003). 

1.9.6. Metal ve ağır metaller 

Ağır metaller, yoğunlukları 5 g/cm
3
‘den büyük olan elementlerin oluĢturduğu bir 

grup olarak tanımlanmakta ve bu kategoriye giren yaklaĢık 40 kadar elementten 

oluĢmaktadırlar (Srivastav ve ark., 1994; Zenk, 1996).Bakır, Çinko,kadmiyum, 

KurĢun, Civa, Nikel, Kobalt ve gibi ağır metaller, endüstriyel aktiviteler, atık su 

deĢarjları ve asit yağmurlarıyla su ekosistemlerine girmektedirler (Moiseenko ve 

Kudryavtseva, 2001). Su ortamlarına giren bu metaller, besin zincirinde birikmekte 

ve ekolojik zararlara neden olmakta ve hatta insan sağlığını tehdit edebilmektedirler 

(Ermosele ve ark., 1995; Adams ve ark., 1992; Grimanis ve ark., 1978). Birçok insan 

hastalıklarının artan ağır metal kirliliğiyle iliĢkili olduğu zaten bilinmektedir; 

örneğin, Hg nörolojik etkilere, Cd ve Pb kanserojenik etkilere, Sr kemik dokularında 

patolojiye ve Cu ise anemiye neden olmaktadır (IPCS,1992; Foulkes, 1990; 

Alabaster ve Lloyd, 1982; Kovalsky, 1974). Bununla birlikte ortamdaki tehlikeli ağır 

metal düzeylerini belirlemek Ģu nedenlerden dolayı oldukça güçtür;  
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 Çoğu metaller (Cu, Zn, Co, Sr ve Ni gibi) organizmada zaten doğal olarak 

mikro düzeylerde bulunur. 

 Metal zehirlenmesi, hem metalin direkt toksisitesine hem de mutajenik, 

embriyotoksik, gonadotoksik ve kanserojenik etkilerini içeren uzun 

dönem biyobirikiminin sonucudur.  

 Toksik etkiler, metalin özelliğine, metal kombinasyonlarına (yani sinerjik 

ve antogonistik etki) ve diğer faktörlere bağlıdır (Moiseenko ve 

Kudryavtseva, 2001). 

Birçok ağır metal, d orbitallerinin tamamen dolu olması nedeniyle geçiĢ 

elementleridir. Bu d orbitalleri ağır metal katyonları ile redoks tepkimelerine 

girebilen veya giremeyen herhangi bir bileĢik ile karmaĢık yapı oluĢturmasını 

sağlamaktadır. Bu nedenle, ağır metaller birer iz element olarak birçok karmaĢık 

biyokimyasal reaksiyonda önemli rol oynamaktadır (Nies, 1999). Örneğin Ca
+2

, 

Co
+2

, Cr
+6

, Cu
+2

, Fe
+2

, K
+1

, Mg
+2

, Na
+1

, Ni
+2

 ve Zn
+2

 gibi metaller esansiyeldir ve 

besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, mikro besin olarak redoks 

tepkimelerinde, moleküllerin elektrostatik etkileĢimlerini kararlı tutmak ve ozmotik 

basıncı kontrol etmek için enzimlerin bileĢenleri Ģeklinde kullanılırlar. Fakat Ag
+1

, 

Al
+1

, Au
+2

, Cd
+1

, Pb
+2

 ve Hg
+2

 gibi ağır metallerin biyolojik bir önemleri yoktur ve 

bu metaller esansiyel değillerdir. Aynı zaman da besinsel değerleri de yoktur. 

Bununla birlikte, mikroorganizmalar için oldukça toksik etkileri bulunmaktadır. Bu 

toksik metaller önemli hücresel bileĢenler ile kovalent ve iyonik bağlar yaparak 

etkileĢime girmektedirler. Yüksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan 

bütün metaller; hücre zarı hasarına yol açıp, enzim spesifikliğini değiĢtirebilir, 

hücresel fonksiyonları bozabilir ve DNA‘nın yapısına zarar verebilmektedir. Bu 

nedenle metallerin bütün canlı hücre metabolizmalarının dengede tutulmasında çok 

önemli bir yer oluĢturduğu açıkça görülmektedir ( Bruins ve ark., 2000; Nies, 1999). 

 Tekstil, deri, boya, metal ve kâğıt endüstrilerinden kaynaklanan atık sular fazla 

miktarda ağır metal içermektedir. Bu tip atık suların arıtılmadan kontrolsüz bir 

Ģekilde çevreye boĢaltılmaları o çevredeki canlılara toksik ve mutajenik etki 

yapmaktadır. ÇeĢitli metaller bazı organizmalarda canlılığın devam ettirilmesi için 

çok az miktarlarda kullanılsalar da yüksek konsantrasyonları hücrede zararlı etkilere 

yol açmaktadır. Ag
+1

, Al
+1

, Au
+2

, Cd
+1

, Pb
+2 

ve Hg
+2 

gibi toksik metallerin ise 

biyolojik önemi bulunmamakla birlikte hücrede düĢük konsantrasyonda bile 
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bulunmaları tehlikeli olmaktadır (Malik, 2004; Madigan ve ark., 2003; Mergeay ve 

ark., 2003; Nies, 2003; Bruins ve ark., 2000). Bu nedenle endüstriyel atık sulardan 

öncelikle ağır metallerin uzaklaĢtırılması gerekmektedir. Yapılan birçok çalıĢmada, 

ağır metallerin çeĢitli mikroorganizmalarla endüstriyel atıksulardan uzaklaĢtırıldığı 

gösterilmiĢtir. Mikroorganizmaların toksik, karsinojen ve mutajen olabilen ağır metal 

iyonlarına tolerans gösterip bu kirleticileri ortamdan uzaklaĢtırabilmesi ağır metallere 

direnç geliĢtirmeleri ile gerçekleĢmektedir.  

 Mikroorganizmalarca ağır metalin hücre içine alınmaması,  

 Hücre içinde veya dıĢında tutulması,  

 Kirleticinin daha az toksik forma çevrilmesi,  

 Metalin hücre dıĢına aktif taĢınması  

 Mikroorganizmanın metale karsı daha duyarsız hale gelmesi 

gibi direnç mekanizmaları bugüne kadar tanımlanabilmiĢ sistemlerdir (Aksu ve ark., 

2007; Koçberber ve Dönmez, 2007; Diffels ve ark., 2006; Sultan ve Hasnain, 2006; 

Kourtev ve ark., 2006; Egler ve ark., 2005; Moller ve ark., 2005; Ksheminska ve 

ark., 2005; Malik, 2004; Bruins ve ark., 2000). 

Ağır metallere dirençli mikroorganizmalar, bahsedilen bu direnç sistemlerinden 

birini veya birkaçını bir arada kullanarak ağır metalin toksik etkilerinden korunmaya 

ve canlılığını sürdürmeye çalıĢmaktadır. Bu direnç yollarında da stres koĢuluna yanıt 

niteliğinde sentezi artan bazı proteinler anahtar rolü oynamaktadır. Ağır metal 

stresindeki bir mikroorganizma bu strese adapte olabilmek ve dayanıklılık sağlamak 

için bazı proteinlerin sentezini arttırma yoluna gidebilmektedir (Bar ve ark., 2007; 

Hongo ve ark., 2006; Sharma ve ark., 2006;Tosukhowon ve ark., 2005). Bu 

proteinler hem hücre içinde sentezlenen sitozol proteinleri hem de zar proteinleriyle 

birlikte hücre dıĢı bileĢenleridir (Sharma ve ark., 2006; Schmidt ve ark., 2005). 

1.9.6.1. Metal ve ağır metallerin sınıflandırılması 

Ağır metal ve metaller metabolik fonksiyonlarındaki rollerine göre ikiye 

ayrılmaktadırlar. Bunlardan ilki esansiyal elementler diğer grubu ise Cd ve Hg gibi 

metallerin girdiği gereksiz metaller grubu olup hücrede herhangi bir fizyolojik 

görevleri olmayan ve düĢük konsantrasyonlarda bile oldukça toksik olan metallerdir. 



                         

 35 
 

Mikroorganizmaların yaĢamında metallerin bütünleyici bir rolü vardır. Kalsiyum, 

kobalt, bakır, krom, demir, potasyum, magnezyum, manganez, sodyum, nikel, çinko 

gibi bazı metaller esansiyaldir ve besinsel rolleri vardır. GümüĢ, alüminyum, 

kadmiyum, altın, civa ve kurĢun gibi metallerin ise biyolojik rolleri yoktur ve 

esansiyal değildirler. Esansiyal metaller; biyokimyasal reaksiyonları katalizlemek, 

protein yapısını ve bakteri hücre duvar yapısını stabilize etmek, osmotik dengeyi 

korumak, gen ekspresyonunu düzenlemek, biyomolekülleri aktive etmek, elektron 

alıcısı veya vericisi olarak enerji metabolizmasında önemli rol oynamaktadırlar 

(Bruins ve ark., 2000, Ehrlich 1997). 

Demir, bakır, nikel gibi esansiyal geçiĢ metalleri redoks tepkimelerinde rol alırken, 

magnezyum ve çinko gibi esansiyal metaller elektrostatik güçleri sayesinde çeĢitli 

enzimleri ve DNA‘yı stabilize etmektedirler. Demir, nikel, magnezyum ve kobalt, 

düzenleyicilik görevi olan kompleks moleküllerin yapısında yer almaktadır. 

Potasyum ve sodyumun ise hücre içi osmotik basıncın düzenlenmesinde rolü vardır 

(Bruins ve ark., 2000). 

Co
+2

, Cu
+2

, Ni
+2

 ve Zn
+2

 gibi esansiyal metal iyonlarının yüksek konsantrasyonu ve 

esansiyal olmayan metal iyonları mikroorganizmalar üzerinde toksik etki 

yaratmaktadır. Esansiyel olmayan metal iyonları, esansiyal metal iyonlarının 

bağlandığı doğal bağlanma bölgelerine bağlanarak veya ligandlar ile karĢılıklı 

etkileĢime girerek toksik etkilerini göstermektedirler. Bu tür metallerin, tiol (-SH) 

içeren gruplara veya oksijen bölgelerine olan affiniteleri, esansiyal metallerin 

affinitesinden daha yüksektir ( Sandrin ve Maler 2003; Bruins ve ark., 2000; Silver 

1998). 

Metal iyonları yüksek konsantrasyonlarda canlı üzerine toksik etki de 

göstermektedir. Toksik etkileri arasında nükleik asitlerin ve proteinlerin yapısında 

değiĢikliklerin meydana gelmesi, oksidatif fosforilasyonu etkilemeleri ve osmotik 

dengenin bozulması sayılabilir (Bruins ve ark., 2000; Hassen 1998a;).  

1.9.6.2. Ağır metal ve metallerin biyolojik bulunurluluğu, alınım biyolojisi ve 

toksisitesi 

Doğal ya da antropojenik kaynaklarla su ekosistemlerine giren ağır metaller, suda 

serbest iyon Ģeklinde veya inorganik ve organik anyonların çözünmüĢ kompleksleri 

Ģeklinde bulunmaktadırlar. Buna ek olarak çözünmemiĢ kompleks ya da organik 
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partiküller Ģeklinde de bulunabilmektedirler. Bunun sonucu olarak organizmalar ağır 

metallerin serbest iyon Ģeklinde olanlarını sudan doğrudan alırken ağır metallerin 

bazılarını besin zinciri yoluyla, bazılarını da sedimentten doğrudan aldıkları 

belirlenmiĢtir (Klerks ve Fraleigh, 1997; Hodson, 1988). Hücreler, metal iyonlarını 

hücre içine aktif ya da pasif taĢınma ile hücre yüzeyi aracılığıyla almaktadırlar.  

Ġlk aĢamada ağır metal iyonları mikroorganizmanın dıĢ yüzeyini teĢkil eden hücre 

duvarı veya hücre zarında uygun bağlanma bölgelerinde bağlanarak tutulur. Bu pasif 

tutunma, biyolojik mekanizmadan bağımsızdır ve biyosorpsiyon olarak tanımlanır. 

Biyosorpsiyon biyolojik türleri oluĢturan bileĢikler ve metal türleri arasında meydana 

gelen fiziko-kimyasal etkileĢimler sonucu gerçekleĢir. K, Ca, Mg gibi A sınıfı 

metaller, oksijen bakımından zengin ligandlara (karboksil grupları gibi), B sınıfı 

metaller (Hg, Pb, Pt, Au gibi) sülfür ve nitrojen bakımından zengin ligandlara (amino 

asitler gibi) bağlanarak hücre içine alınırlarken Cd, Cu, Zn gibi geçiĢ metalleri, B 

sınıfı metalleri gibi davranarak hücre içine girerler (Niebor ve Richardson, 1980). Bu 

aĢama pasif birikim, adsorpsiyon, iyon değiĢimi, koordinasyon, kompleks oluĢumu, 

Ģelat oluĢturma ve mikro presipitasyon gibi prosesleri içerir.  

Mikroorganizmaların canlı olması durumunda bazı ağır metal iyonları metal 

bağlayıcı proteinlere ya da diğer hücre içi bölgelere bağlanarak hücre içerisine 

girerler. Bu metal tutma biçimine hücre içi veya aktif yakalama adı verilir (Dönmez 

ve Aksu, 2002) Aktif ve pasif tutmanın her ikisinin birlikte gerçekleĢtiği durum, 

biyoakümilasyondur. Bu nedenle ölü hücrelerle metal tutulmasında pasif tutulma; 

canlı hücreler ile metal tutulmasında ise pasif ve aktif tutulmanın her ikisi de söz 

konusudur (Shumate ve Strandberg, 1985).  

Genelde ağır metal alınım kapasiteleri çalıĢılan türe bağlı olarak önemli farklılıklar 

göstermektedirler. Divalent ağır metal iyonları için rapor edilen bu değerler; 

bakteriler için 0,05-0,2 mmol/g, mantar ve mayalar için 0,2-0,5 mmol/g, tatlı su 

algleri için 0,5-1,0 mmol/g ve deniz algleri için 1-1,5 mmol/g aralığındadır (Yu ve 

ark., 1998). 

Kennish‘in (1992) listesinde deniz flora ve faunası üzerine ağır metallerin göreceli 

toksisiteleri Ģöyle sıralanmıĢtır; Hg>Cd>Cu>Zn>Ni>Pb>Cr>Al>Co. Ağır metallerin 

biolojik  bulunurlulukları sedimentin katyon değiĢtirme kapasitesine, su ve 

sedimentin pH‘sına, redoks potansiyeline, suyun sıcaklığına, tuzluluğuna, organik 
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içeriğine ve diğer ağır metallerin konsantrasyonuna bağlıdır (Ward, 1989; Wahbeh, 

1984). 

Ortamda bulunan ağır metal iyonları canlılar için oldukça toksiktir. AĢırı metal 

konsantrasyonları: 

 Hücre membranının permabilitesini değiĢtirerek  

 (-SH) sülfidril gruplarıyla reaksiyona girerek  

 Fosfat grupları ve aktif ADP ya da ATP gruplarıyla reaksiyon 

affiniteleriyle 

 Gerekli iyonlarla yer değiĢtirerek toksisiteye 

neden olmaktadırlar (Patra ve ark., 2004). Sunda ve Huntsman (1998) ağır metallerin 

toksik etkilerinin genellikle, metabolik bölgelerdeki besin elementleri ile toksik 

metallerin yer değiĢtirmesi sonucu gerçekleĢtiğini bulmuĢlardır. Metallerin toksik 

etkileri;metalin kimyasal formuna, biyolojik bulunurluğuna, alınım yoluna, metalin 

aksiyon etkisine ve metabolizmasına, diğer metallerle etkileĢimine, metalin akut ve 

kronik etkisine, toksik etkisini göstereceği hedef bölgeye, hücre içi fizyolojik 

proseslere (solunum, fotosentez gibi) ve genetik adaptasyonlara bağlıdır. 

Metallerin bu toksik etkilerine karĢı gösterilen yanıt mekanizmaları;  

 Özel olarak üretilen organik bileĢiklerce metallerin depolanması  

 Bazı hücre bölümlerindeki kompartmantalizasyonu  

 Metal iyonlarının tekrardan dıĢarı atılmasıyla olmaktadır. 

Metallothioneinler, ferritinler ve fitoĢelatinler gibi canlı organizmalarda bulunan 

yapılar, metalleri bağlayarak metallerin hücreye vereceği zararlı etkileri 

önlemektedirler (Patra ve ark., 2004). 

1.9.6.3. Ağır metal ve metallerin hücre içine alınması 

Hücre yapısı üç temel kısımdan meydana gelir. Bunlardan hücreyi çevreleyen hücre 

dıĢı besin maddesi (ES), hücre zarı (HZ) ve hücre materyalidir (HĠ). 

Mikroorganizmalar bunun dıĢında hücreyi çevreleyen bir su sınır tabakasına da 

sahiptirler (Smith ve Vesilind, 1995). 
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ġekil 5‘de; 1. yol ağır metal veya metal iyonunun mikroorganizmaya doğru ilk 

hareketini gösterir. Su sınır tabakasını geçen ağır metal, hücre dıĢı besin maddeleri 

ile etkileĢecektir.  

2. yol hücre dıĢı besin maddeleri tarafından alıkonulan metal ve ağır metalleri 

göstermektedir. Metal ve ağır metallerin hücre dıĢı besin maddeleri ile etkileĢimi 

sonucu oluĢan kompleks bileĢikler çökelerek mikroorganizmanın etrafından 

uzaklaĢır. Bunlar HIE ile sembolize edilmiĢtir.  

3. yol hücre dıĢı besin maddelerinden geçen metal ve ağırmetal iyonları hücre zarı ile 

etkileĢir. Bu etkileĢim sonucu hücre yüzeyinde tutulan metal ve ağır metal ile hücre 

zarı etkileĢimi HI ile temsil edilmektedir. 

4. yol Karboksil, hidroksil, fosfat, amin ve amid gibi yüklü fonksiyonel gruplar hücre 

yüzeyi üzerinde ve hücre dıĢı besin maddeleri tarafından ağır metal ve metal 

iyonlarının tutulmasında önemli rol oynar (Gadd, 1988). Metal iyonlarının 

biyosorpsiyonu hücre dıĢı tutulma olan HI ve HIE yi içerir (Shumate ve Strandberg, 

1985). Hücre içeriği tarafından metal ve  ağır metallerin tutulması HIC ile belirtilir. 

Hücre zarından içeriye geçen metal ve ağır metaller ya hücre metabolizmasında 

kullanılır ya da hücre içinde bağlara tutunarak kompleks yapıda yer alırlar. 

 5. yol HIC ve MN (hücrenin metabolik olarak ihtiyaç duyduğu metal ve ağır metal 

miktarını temsil etmektedir) arasında metal iyonlarının dönüĢümünü göstermektedir.  

6. yol Bir mikroorganizmanın elektronegatifliğindeki dengesizliğe, hücre materyali 

tarafından tutulan metaller neden olur. Hücre, potasyum veya hidrojen iyonlarını 

bünyesinden dıĢarıya atarak bu dengesizliği ortadan kaldırmaya çalıĢır.  
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ġekil 5: Ağır metal ve metal iyonlarıyla mikroorganizmanın etkileĢimi  

ġekil 5‘de AM(s); Ağır Metalleri, HIE; ES de alıkonan metalleri, HIM; Hücre zarı ile 

metallerin etkileĢimini, HIC; Hücre materyali ile metallerin etkileĢimini, HĠ; Hücre 

materyalini, MN; mikrobiyal metabolizma için gerekli ağır metali, EPS; hücre dıĢı 

besin maddeleri, HZ ise hücre zarını temsil etmektedir (Fuhrmann ve Rothstein, 

1968). 

1.10. Ağır Metallerin Krom Ġndirgemeye Etkisi 

Na
+
 ve Cu

+2
 metal iyonları Pseudomonas sp. G1DM21‘de Cr(VI) redüktaz 

aktivitesini sırayla %16 ve %33 oranında teĢvik ettiği tespit edilmiĢtir (Desai ve ark., 

2008). Cu
+2

‘nin kromat redüktaz aktivitesi üzerine teĢvik edici etkisi Bacillus sp.ES 

29 (Camargo ve ark., 2003b) ve Pseudomad CRB5 (Mclean ve Beveridge, 2001) 

suĢlarında da görülmüĢtür. Ancak bu ağır metal varlığında Enterobacter 

cloacea‘daki membrana bağlı kromat redüktaz aktivitesinin inhibe olduğu rapor 

edilmiĢtir (Ohtake ve ark., 1990). Bunun aksine Zn
+2

, Ni
+2

, Co
+2

, ve Ba
+2 

gibi 

divalent katyonların redüktaz aktivitesi üzerine önemli bir etkisi bulunmamaktadır. 

Ek olarak;  Bacillus spharicus AND303 suĢunda Ni
+2

 ve Cu
+2 

metalleri redüktaz 

aktivitesi üzerine güçlü bir inhibe etki göstermiĢtir. Ochrobactrum sp. (Sultan ve 

Hasnain 2007), Ochrobactrum intermedium SDCr-5 (Sultan ve Hasnain 2007), 

Bacillus sp. (Elangovan ve ark., 2006) ve E. coli ATCC 33456 (Bae ve ark., 2005) 

suĢlarında Zn
+2 

metal varlığında Cr(VI) indirgemesinin inhibe olduğu rapor 

edilmiĢtir.  
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Yapılan Cr(VI) indirgeme çalıĢmalarında Pb
+2 

ve Cd
+2 

metallerinin her ikisinin de 

sırasıyla %14 ve %25 oranında Ochrobactrum intermedium SDCr-5 suĢu üzerinde 

indirgemeyi inhibe etkisi bulunmuĢtur. Aynı suĢun Cu
+2

, Co
+2

, Mn
+2

 ve Ni
+2

 

varlığında meydana gelen indirgemede ise bir artıĢın olduğu belirlenmiĢtir (Sultan ve 

Hasnain 2007). Buna ilaveten Bacillus sphaericus AND 303 suĢunda Cr(VI) 

redüktaz aktivitesi 100 µM Ni
+2

, Cu
+2

 ve Cd
+2 

varlğında % 70 oranında düĢerken B. 

Sphaericus AND 303 suĢunda 100µM Co
+2

 varlığında Cr(VI) redüktaz aktivitesi %7 

oranında azalmıĢtır (Pal ve ark., 2005). 

 E. coli bakterisinde Zn
+2

 ve Cu
+2

 varlığında Cr(VI) indirgemesinin %16 ve %33 

oranında azaldığı bulunmuĢtur. Ancak düĢük konsantrasyonlar için aynı sonuçun 

geçerli olmadığı rapor edilmiĢtir (Shen ve Wang, 1994b). BaĢka bir çalıĢma da B. 

Sphaericus suĢunda Cr(VI) indirgeme üzerine Ni
+2

, Co
+2

, Cd
+2 

ve Pb
+2 

20 mg/ml‘nin 

altındaki, 100 mg/ml ‗nin üstündeki konsantrasyonlarda inhibe edici bir etkisinin 

olduğu tespit edilmiĢtir (Pal ve Paul, 2004) 

Bacillus sp. ES 29 suĢunun kromat redüktaz aktivitesinin, ortamda monovalent 

Na
+
‘nın bulunması ile %26 oranında arttığı tespit edilmiĢtir. Yapılan çalıĢma da 

Zn
+2

‘nin kromat redüktaz aktivitesi üzerine teĢvik edici veya inhibe edici herhangi 

bir etkisi bulunmazken Mn
+2

 ve Co
+2

 metallerinin az da olsa enzimi teĢvik edici bir 

etkisinin olduğu rapor edilmiĢtir. Bacillus sp. ES 29 suĢunun Cell Free ektratlarında 

Cu
+2 

metalinin kromat redüktaz enzimini önemli derece de teĢvik ettiği anlaĢılmıĢtır. 

Ġlk kez Camargo ve ark. (2003b) Bacillus sp. ES 29 suĢunun Cell Free 

ekstraktlarında Cu
+2

‘nin Cr (VI) indirgeme üzerinde teĢvik edici bir etkisinin 

olduğunu söylemiĢtir. Oysaki çoğu çalıĢmalarda Cu
+2

‘nin Cr(VI) indirgeme üzerine 

inhibe edici etkisi olduğu rapor edilmiĢtir.  

Ohtake ve ark. Anaerobik Ģartlar altında membran ile iliĢkili kromat redüktazın 0,5 

mM Cu
+2 

varlığında %36 oranında inhibe olduğunu bulmuĢtur. Ancak aerobik Ģartlar 

altında 5-25 mM Cu
+2

 kromat redüktaz aktivitesi üzerine herhangi bir etisinin 

olmadığını tespit etmiĢtir (Park ve ark., 2000; McLean ve Beveridge, 2001) McLean 

ve  Beveridge 0,4 mM Cu
+2 

ilavesinde Pseudomonad‘larda Cr(VI) indirgemesini az 

da olsa arttırdığını bulmuĢtur.  

Cu
+2 

metalinin kromat redüktaz aktivitesini nasıl stimüle ettiği henüz tam olarak 

açıklanamamıĢtır. Ancak Cu
+2 

metali bir geçiĢ metalidir ve çoğu redüktaz enziminin 
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prostetik gurubunu oluĢturmaktadır. Cu
+2

‘nin temel fonksiyonu; ilgili trasport 

sistemini korumaktır. Bazı durumlarda da, tek elektron redoks merkezi gibi hareket 

ederek protein alt üniteleri arasında elektron transferinde görev almaktadır (Abe ve 

ark., 2001) 

Diğer bir çalıĢmada yaklaĢık 1mM Cu
+2

‘nin mikroorganizmalar için toksik 

olabileceği düĢünülürken, 1mM Cu
+2

‗nin Cr(VI) indirgemesini arttırdığı rapor 

edilmiĢtir. Çünkü Cu
+2 

metalinin kromat redüktaz enzimini O
+2

‘den koruduğu 

bulunmuĢtur (Ettinger, 1984). 

34 tane kroma dirençli bakteriden oluĢan bir grup ile yapılan Cr(VI) indirgeme 

deneyinde Ni
+2

, Co
+2

, Cd
+2

 ve Pb
+2

 gibi metal iyonlarının varlğında Cr(VI) 

indirgemesinin önemli ölçüde azaldığı bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada Ni
+2

 20mg/L de 

çok toksik olduğu ve Co
+2 

ise yüksek konsantrasyonlarda Cr(VI) indirgemesini 

inhibe ettiği bulunmuĢtur (Pal ve Paul 2004).  

Acinetobacter haemolyticus bakterisi ile yapılan Cr(VI) indirgeme çalıĢmasında 

30mg/L Zn
+2 

ve Cd
+2

 varlığında Cr(VI) indirgemesinin %90 ‗dan daha fazla oranda 

Pb
+2

 ise %82,54 oranında azaldığı bulunmuĢtur (Zakaria ve ark., 2007). 

1.11. Biyosorpsiyon 

1.11.1. Biyosorpsiyon teorisi ve mekanizmaları 

Biyosorpsiyon prosesinin mekanizmaları iyon değiĢimi, jelatinleĢme, koordinasyon, 

kompleks oluĢumu, adsorpsiyon ve mikropresipitasyondur. Bu mekanizmalar, 

biyokütle metabolik olarak inaktif iken ve fiziko-kimyasal metotlarla öldürülmüĢ bile 

olsalar meydana gelir. Prosesin gerçekleĢmesi için gerek aktif membran taĢınım 

mekanizmasına ve gerekse metabolik bir enerjiye ihtiyaç duyulmaz. Proseste 

fizikokimyasal süreçler baskındır (Guibal ve ark., 1992). 

Canlı hücrelerle metallerin biyosorpsiyonunda hücre içi birikim ve hücre yüzey 

bileĢiklerine metallerin bağlanması, iki temel mekanizma olarak bilinir. Hücre içi 

birikim veya metabolik prosesler, ortamdaki metallerin nispeten yüksek miktarlarının 

bir sonucudur. Bu proseslerin hızı yavaĢtır ve çoğu zaman çevresel Ģartlara ve 

besinlere bağlıdır. Yüzey ve hücre duvarlarına bağlanma ise pasif bir prosestir: Canlı 

ve ölü biyokütlenin her ikisi üzerinde de gerçekleĢir. Metabolik olmayan yüzeysel 

bağlanma çok hızlıdır. Genelde birkaç dakikadan daha az bir sürede gerçekleĢir. Bu 
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tip metal tutmada, hücre duvarlarında bulunan özel kimyasal bölgelerdeki iyon 

değiĢimi mekanizması baskındır (ġencan 2006). 

Hücre yüzeyinde veya hücre duvarı üzerinde metal bağlama kapasitesine sahip özel 

bölgelerin bulunduğu bilinmektedir. Hücre öldüğü zaman hücre duvarları üzerinde 

daha fazla metal bağlama bölgeleri söz konusu olabilir. Bir biyolojik kütlede pek çok 

potansiyel bağlar içeren karboksilat, amin, fosfat, hidroksil, sülfidril ve diğer 

fonksiyonel gruplar mevcuttur. Amin, fosfat, sülfidril, karboksil veya hidroksil 

gruplarının metal iyonları adsorplaması için potansiyel adsorpsiyon bölgeleri 

oluĢturdukları yapılan çalıĢmalar ile belirlenmiĢtir (Gadd, 1990). Tobin ve 

ark.(1984), metal bağlanmasının değiĢik bölgelerde değiĢik oranlarda olduğunu ifade 

etmiĢlerdir. Her bir fonksiyonel grup farklı metalleri farklı oranlarda tutabilir. 

Biyoması oluĢturan hücrelerin hücre zarı polimerik yapılar, protein, karbonhidrat, 

nükleik asit ve lipit içerir. Bu temel yapı elemanları bünyelerinde mevcut olan 

karboksilik, alifatik, aromatik ve amino gibi organik grupların ve hidroksil ve sülfat 

gibi inorganik grupların iyonlaĢması sonucu negatif yüke sahip olurlar. Bux ve 

Kassan (1994), metal iyonlarının biyosorpsiyonu için temel itici gücün biyomasın 

sahip olduğu net negatif yükü olduğunu ve daha yüksek elektronegatifliğe sahip 

biyomasın ağır metaller için daha cezbedici ve uygun olduğunu ifade etmiĢlerdir. Bu 

yüzden pH değerleri bu fonksiyonel grupların performansını etkilemektedir. R. 

Arrhizus ile metal tutma çalıĢmalarında Tobin ve ark. (1984) pH 4‘te aminlerin 

pozitif yüklü ve metal iyonları ile etkileĢmediklerini gözlemiĢlerdir. pH 3‘ün 

üzerinde olduğunda çoğu fosfat ve karboksilat grupları negatif yüklüdür ve bu 

gruplar pH 3‘ün üzerinde metal bağlamaya katkı sağlarlar. Hidroksil ve amin 

grupları, metal iyonları ile zayıf bağlar yaparlar ve zayıf bazlardır (Zhang ve ark., 

1998). 

Özel kimyasal bağlanma bölgelerinde metal bağlanması, iyon değiĢtirme prosesi ile 

gerçekleĢir. Diğer bir ifade ile iyon değiĢimi, metal tutmada önemli bir 

mekanizmadır. Ganoderma lucidum türü üzerinde bakır biyosorplama sırasında 

kalsiyum ve hidrojen iyonları çözeltiye yayıldığı gözlenmiĢtir (Muraleedharan ve 

Venkobachar, 1994). Kapoor ve Viraraghavan (1998) A. Niger ile metal iyonlarının 

biyosorpsiyonunda ortama potasyum, kalsiyum, hidrojen ve magnezyum iyonları 

yayıldığını gözlemlemiĢlerdir. Bu olayın da iyon değiĢtirme mekanizmasının bir 

kanıtı olduğunu belirtmiĢlerdir. 
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Aktif çamur prosesi, pekçok endüstriyel ve evsel atıksuların arıtılmasında en çok 

kullanılan biyolojik süreçtir. Arıtma sırasında oluĢan fazla çamur sistemden belli 

aralıklar ile atılır. Atılan bu çamur bol miktarda mikroorganizma içerir ve 

biyosorbent olarak kullanılması uygundur. Atıksu arıtma sistemlerinde oluĢan aktif 

çamur, büyük ölçüde bakteri ve protozoa içerir. Bakterilerin hücre duvarlarında 

karboksil, asidik polisakkaritler, lipitler ve amino asitler gibi değiĢik organik 

bileĢikler mevcuttur. Belirtildiği üzere bu organik maddeler ağır metallerin 

biyosorpsiyonunda etkin rol oynamaktadır. Bunun yanı sıra aktif çamurdan izole 

edilen bazı bakteri türlerinin ağır metalleri yüksek düzeyde biyosorbe ettiği 

gözlemlenmiĢtir. Protozoalar ise nispeten büyük, hareketli ve tek hücreli geliĢmiĢ 

canlılardır. Lipit ve protein içeren ince bir zara sahiptirler. Bu özelliklerinden dolayı 

biyosorpsiyon sürecinde görev alabilirler (Aksu ve ark., 2002). 

Belirli tipteki mikrobiyal kütle, fiziksel veya kimyasal metotlar ile metabolik olarak 

aktif olmayan hale getirilse hatta hayatsal faaliyetleri durdurulsa bile ağır metalleri 

pasif olarak bağlayabilir veya biriktirebilir. Aktif olmayan veya ölü 

mikroorganizmalar kolay depolanabilir ve ağır metallerin toksik etkisinden 

etkilenmezler. Bu mikrobiyal kütle patojenik türleri ihtiva etse bile, hayatsal 

faaliyetleri durdurulduğu için sağlığa olabilecek olumsuz etkileri ortadan kaldırılmıĢ 

olur. Bunun yanı sıra ilave nütriyente ihtiyaç duymayacaklar ve kullanıldıkları 

prosesin kontrolü daha kolay olacaktır. Ölü veya aktif olmayan biyolojik kütlenin 

kullanıldığı biyosorpsiyon prosesleri kolayca yenilenebilmekte ve bu mikrobiyal 

materyal tekrar tekrar kullanılabilmektedir. Ayrıca bazı durumlarda yüksek tutma 

kapasitesine sahip olurlar. Tüm bu avantajlarından dolayı, ölü veya aktif olmayan 

hale getirilmiĢ biyolojik kütle ağır metalleri çözeltilerden uzaklaĢtırmak, geri 

kazanmak ve konsantre hale getirmek için yüksek kapasiteli biyosorbent olarak 

değerlendirilirler (Brady ve ark., 1994b). 

Tobin ve Roux (1998) bir deri sanayi atıksuyundan krom gidermek için atık Mucor 

meihi biyomasını kullanmıĢlar ve pH 4 ve 2 değerlerinde biyosorpsiyon seviyesini 

0.7 ve 1.15 mmol/g olarak gözlemiĢlerdir. Bu değerlerin deri endüstrisi atıksuyundan 

krom gideriminde ticari güçlü asidik iyon değiĢtirme reçinelerinin kullanılması ile 

elde edilen değere çok yakın olduğunu ifade etmiĢlerdir. Fourest ve ark. (1994), 

Rhizopus arrhizus, Mucor miehei ve Penicillium chrysogenum gibi ölü biyomasın 
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Zn
+2

, Cd
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

, Cr
+6

, Ag
+2

 metal iyonlarına karĢı bir yatkınlığının olduğunu 

ifade etmiĢlerdir. 

Tobin ve Roux (1998), Mucor meihi ile krom biyosorpsiyonunda Langmuir modelini 

kullandıklarında biyosorpsiyon verileri doğrusal olmayan bir grafik meydana 

getirmiĢtir. Grafiğin doğrusal olmaması, çok tabaka içeren, interaktif veya çoklu 

bağlanma bölgesi veya bu olayların kombinasyonunu içeren kompleks bir 

adsorpsiyon prosesinin göstergesidir. 

Aktif olmayan ve ölü biyokütle canlı biyomasın ön iĢlemden geçirilmesi ile elde 

edilebilir. Fiziksel muamele seçenekleri hava veya buz ile kurutmak, kaynatmak, 

otoklavda bekletmek ve mekanik olarak karıĢtırmaktır. Kimyasal iĢlemler organik ve 

inorganik bileĢiklerin kullanılması ile yapılabilir. Ön iĢlem biokütlenin metal giderim 

kapasitesini arttırır ve biyosorpsiyonun özelliğini değiĢtirir (Siegel ve ark., 1990). 

1.12. Pseudomonas Cinsinin Genel Özellikleri 

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesine ait olup, düz veya hafif kıvrık 

çubuk Ģeklindedir. Uzunlukları 1,5-5,0 μm, geniĢlikleri 0,5-1,0 μm arasındadır. 

Hareket, bir veya birkaç polar flagella ile sağlanır, bazı türleri farklı uzunlukta lateral 

flagellaya sahiptir, nadiren hareketsizdirler. Polar flagellaların sayısı önemli bir 

taksonomik karakterdir. Gram-negatif ve zorunlu aerobik bakterilerdir. Fakat bazı 

türleri nitratın varlığında anaerobik olarak geliĢirler. Oksidaz pozitif veya negatif, 

katalaz pozitiftirler (Sneath, 1986; Collier ve ark., 1998; Jamir ve ark., 2004 ). 

Pigmentasyon, Pseudomonas cinsinin genel bir karakteridir, ancak pigment 

oluĢturmayan türlere de sahiptir. Bazı türleri ayırt edici koloni morfolojisi gösterirler 

(Murray ve ark., 1995). Bazı türleri 4ºC‘de geliĢebilir, ancak çoğu 30-37 ºC arası 

optimal geliĢim sıcaklığına sahip mezofilik bakterilerdir. Bir çok türü, asidik 

Ģartlarda geliĢemezler(Sneath, 1986). 

Bir çok Pseudomonas türü amonyum tuzlarının ve tek bir karbon kaynağının 

bulunduğu ortamlarda geliĢebilirler. Sadece birkaç tür organik geliĢim faktörlerine 

ihtiyaç duyar. Kemoorganotrofiktirler, fakat bazı türleri ototrofik Ģartlar altında da 

geliĢebilir. Hiç bir türü fermentatif ve fotosentetik değildir(Collier ve ark., 1998). 

Çok güçlü metabolizmaları bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin çoğunun direkt 

izolasyonu yapılabilmiĢtir. Bunda doğada özellikle havada, toprakta ve sularda 
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yaygın bulunmaları büyük rol oynar. Cins üyelerinin bir kısmı bitkiler, hayvanlar ve 

insanlar üzerinde patojenik özellikler gösterirler. Özellikle memeli hayvan ve 

insanların bağırsağında az sayıda bulunan Pseudomonas aeruginosa son zamanlarda 

fırsatçı bir patojen olarak kabul edilmektedir (Tortora, 1991). P. aeruginosa‘ nın 

patojenliği insanda çeĢitli enfeksiyonlara neden olan virülens faktörlerinden 

kaynaklanmaktadır. Bu virülens faktörlerden bazıları ekzotoksin A, fosfolipaz C, 

proteaz, pili, ekzopolisakkarit kapsül, pigmentler ve ramnolipidlerdir (Asthana ve 

ark.,1997). Bu virülens faktörlerden ekzopolisakkarit kapsül, pigmentler ve 

ramnolipidler Pseudomonas‘ lar tarafından üretilen sekonder metabolitler olarak 

adlandırılmaktadırlar (Norman, 2004; Demain, 1999). Bu metabolitler Pseudomonas‘ 

ların hayatta kalmalarını ve diğer bakterilerle rekabet etmelerini sağlamaktadır. 

Örneğin, suda çözünebilen bir sekonder metabolit olan piyosiyanin, çeĢitli 

mikroorganizmalara karĢı antimikrobiyal aktivite göstermektedir (Norman, 2004). 

Pseudomonas bakterileri genetik çalıĢmalarda özel bir ilgiye sahiptir. Bunun 

nedenleri, geniĢ bir yayılım alanına, medikal öneme, beslenme ve biyokimyasal çok 

yönlülüğe sahip olmaları ile laboratuvar ortamlarında geliĢtirilebilmeleri için gerekli 

Ģartların basit olmasıdır (Tortora, 1991). Genetik araĢtırmalar yönünden P. 

aeruginosa PAO1 suĢu oldukça detaylı çalıĢılmıĢtır ve bu suĢun genom dizisi 

belirlenmiĢtir. Bakterinin genom büyüklüğünün 6 264 403 bp olduğu belirlenmiĢtir 

(Mandelbaum ve ark., 1995). 

Bir çok organik bileĢik Pseudomonas türleri tarafından mineralize edilebilir. Bu 

bakteriler bu bileĢikleri karbon ve enerji kaynağı olarak kullanırlar. Buna bağlı 

olarak Pseudomonas türleri, biyoremediasyonunda kullanım potansiyeline sahiptir 

(Essar ve ark., 1990). 

1.12.1. Habitatları 

Pseudomonas‘lar toprak, su ve çürümekte olan organik maddelerde bulunan 

mikroorganizmalardır. Bu ortamlar dıĢında sulak alanlarda yetiĢtirilen tarım 

ürünlerinde, lağım çukurlarında, tuvaletlerde, hastane ortamı ve hastanelerde 

kullanılan temizlik maddelerinde, solunum ve diyaliz cihazlarında ve hatta 

dezenfeksiyon solüsyonlarında bile bulunurlar (Carson ve ark., 1973).  
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Yapılan çalıĢmalarda nehir suyundan Pseudomonas spinosa, distile sudan 

Pseudomonas huttiensis, Pseudomonas cepacia ve Pseudomonas lanceolata türleri 

izole edilmiĢtir (Carson ve ark.,1973; Vachee ve ark., 1997).  

ÇeĢitli bitkilerden de izole edilen Pseudomonas türleri bulunmaktadır. Çavdar, 

zeytin, fasulye, leylak, patates ve Ģeker pancarından Pseudomonas fluorescens, 

Pseudomonas syringae ve Pseudomonas aeruginosa suĢları izole edilmiĢtir (Hirano 

ve Upper 2000). 

Ayrıca deniz kaplumbağasının (Caretta caretta L.) derisinden Pseudomonas 

fluorescens izole edilmiĢtir (Cabanes ve ark., 1997). Sadhukhan ve ark. (1997), balık 

solungacından ve midesinden Pseudomonas türleri izole etmiĢler ve bakterinin 

HgCl2‘ye dirençli olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Pseudomonas‘ların geniĢ bir yayılım göstermeleri çok basit geliĢim ihtiyaçlarına 

gereksinim duymalarındandır. Minimal besin varlığında 4-43ºC gibi geniĢ bir 

sıcaklık aralığında geliĢebilirler. Cinsin bir çok türünün geliĢme gösterdiği optimum 

sıcaklık 30ºC‘dir. Türlerin tamamı nötral veya alkali pH (7.0-8.5) aralığında daha iyi 

geliĢmektedir (Cowan ve ark., 1974).   

1.12.2. Morfolojisi ve hücre yapısı 

0,5-1,0×1,5-5,0 µm boyutunda düz veya hafif eğimli basillerdir. Pseudomonas 

suĢlarının, mikroskobik görünümleri nadiren büyük ve Ģekil olarak normalden çok 

farklı olabilirler. Bazı türlerin hücreleri oval Ģekilli olabilirken bazı bitki 

patojenlerinin hücreleri 4 µm‘den daha uzundurlar. Sahip oldukları bir veya birden 

fazla polar flagella ile hareket ederler. Hareket için gerekli olan enerjiyi aerobik 

metabolizmadan sağlarlar. Nadiren hareketsiz olan Pseudomonas suĢları da 

mevcuttur (Cowan ve ark., 1974).   

1.12.3. Pigmentasyon 

Pigmentasyon, bakteriler tarafından renkli koloni üretimi veya besiyeri yüzeyine 

pigment salgılanması olup pigment üreten Pseudomonas türlerinin ayrımında 

kullanılan önemli bir özelliktir (Keskin ve Ekmekçi, 2003). Pseudomonas‘lar 

tarafından üretilen pigmentlerin antibiyotik ve bakteriyosin özelliğine sahip olduğu 

belirtilmiĢtir (Vachee ve ark., 1997). Bakteriyel pigmentler sekonder metabolitlerden 

olup, optimum Ģartları çok değiĢken olmakla birlikte, geliĢme sıcaklığı, ortamı ve 
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besiyeri içeriklerine bağlı olarak farklı renklerde oluĢturulurlar (Kanner ve ark., 

1978). Hassen ve ark. (1998b), çalıĢmalarında kullandıkları Pseudomonas cinsine ait 

türlerin, çinko varlığında piyoverdin pigmentini daha fazla sentezlediklerini ve 

çinkonun pigment üretimini arttırdığını göstermiĢlerdir (Hassen ve ark., 1998b).  

Pseudomonas aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. 

cichorii gibi türler, düĢük demir içerikli besiyerlerinde bol miktarda fluoresans 

pigmentleri üretmektedirler (Meyer ve Hohnadel 1990, Vachee ve ark., 1997). 

Günümüzde King A (Pseudomonas Agar F) ve King B (Pseudomonas Agar P) gibi 

spesifik besiyerleri kullanılarak Pseudomonas cinsine ait türlerinin fluoresans 

pigmentleri üretip üretmedikleri tespit edilebilmektedir (Vachee ve ark., 1997, 

Keskin ve Ekmekçi 2003). P. fluorescens‘in King B besi ortamında flouresin ürettiği 

bildirilmiĢtir (Baumann ve ark., 1972). 

Fenazinler Pseudomonas’ların suda çözünebilir pigmentleridir. Suda çözünen 

pigmentler içinde en çok bilinenleri pyoverdin ve pyocyanindir. Diğer fenazin 

pigmenti ise, özellikle P. chlororaphis için karakteristik olan, suda diğer pigmentlere 

kıyasla daha az çözünebilen ve koloni etrafında kristalize olma özelliğine sahip yeĢil 

bir pigment olan klororafin (chlororaphin)dir (Kanner ve ark.,1978). 

Lemonnierin P. lemonnierin suĢu için karakterize olan hücre içinde bulunan 

çözünmeyen bir pigmenttir (Fuller ve Mellows 1971). 

Karotenoidler genellikle sarı veya turuncu renkli, suda çözünmeyen ve P. 

alcaligenes, P. mendocina, P. versicularis, P. flava, P. pseudoflava, P. palleronii, P. 

rhodos, P. echinoides, P. radiora gibi birçok tür tarafından üretilen pigmentlerdir 

(Fuller ve Mellows 1971). 

YaĢlı Pseudomonas kültürlerinde (10 günlük) melanin pigmentlerinin üretildiği de 

tespit edilmiĢtir (Hassen ve ark., 1998b). 

1.12.4. GeliĢme ortamları ve fizyolojik özellikleri 

Pseudomonas‘ların birçok türü amonyum iyonları veya nitrat ile enerji veya karbon 

kaynağı olarak tek bir organik madde içeren çok basit mineral besiyerlerinde 

geliĢebilmektedir (Baumann ve ark., 1972). Virülans faktörü olarak hemolizine sahip 

olan P. aeruginosa suĢları kanlı besiyerlerinde hemoliz oluĢtururlar. Glukoz ve bazı 

karbohidratları oksidasyon yolu ile parçalayıp asit oluĢtururlar. Laktoz ve sukroza 
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etki etmezler. Ġndol ve H2S oluĢturmazlar. Metil kırmızısı ve Voges proskauer testleri 

negatiftir. Kemoorganotrofik türleri fakültatif kemolitotrof olup enerji kaynağı olarak 

hidrojen ve karbonmonoksiti kullanabilirler. Çoğunluğu aerobik olup bazı türleri 

nitratı kullanarak anaerobik olarak geliĢebilir. Üreyi amonyak haline ya da amonyağı 

üreye çevirebilirler ve bunları azot kaynağı olarak kullanabilirler. Çoğu asidik 

ortamlarda geliĢemezler. Oksidaz pozitif veya negatif olabilirler. Katalaz pozitif olup 

lizin ve ornitini dekarboksile etmezler. Pseudomonas türlerinin tek karbon kaynağı 

içeren basit besiyerlerinde geliĢebilme yetenekleri karakterizasyon yapılması için 

temel oluĢturmaktadır. Bu organik bileĢiklerin sayı ve tiplerinin değiĢtirilmesi ile 

geliĢmeyi sağlayan bileĢikler tespit edilerek, sabit kimyasal içerikli besiyerlerine bu 

bileĢiklerin ilavesi ile izole edilen türlerin tanımlanmasına önemli katkılar 

sağlanmıĢtır (Cowan ve ark., 1974). 

1.12.5. Plazmid DNA 

Pseudomonas‘lar antibiyotiklere, metallere, antibakteriyel ajanlara, bakteriofajlara, 

bakteriosinlere, fiziksel ajanlara karĢı dirençlilik sağlayan ve farklı metabolik özellik 

kazandıran, plazmidlerce taĢınan genler bakımından oldukça zengindirler. 

Plazmidlerin bazıları geliĢme Ģartlarında rol alırken, bazıları çeĢitli ajanlara (R 

plazmidleri) karĢı dirençliliğe, bazıları daha önce kullanılmamıĢ karbon kaynaklarını 

kullanabilme kapasitesine etki ederler (Bruins ve ark., 2003). Böylece bu cinsin 

üyelerine çok yönlü fayda sağlamıĢ olur. Son zamanlarda Pseudomonas cinsine ait 

birçok plazmid yapısı açıklanmıĢtır. En iyi bilineni bazı P. putida suĢlarında bulunan 

TOL adındaki katabolik plazmid olup toluen, ksilen ve benzer aromatik bileĢikler 

varlığında geliĢme yeteneğini kodlamaktadır (Silver, 1992). 
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2. MATERYAL VE METOT 

2.1. Materyal 

2.1.1. Materyal örnekleri 

Bu çalıĢmada Pamukkale Üniversitesi Bakteriyoloji Laboratuarı Kültür 

Koleksiyonundan temin edilen bakteriler kullanılmıĢtır. Bakterilerin kodları ve 

izolasyon kaynakları Tablo 4‘de verilmiĢtir  

Tablo 4: Bakterilerin kodları  ve izole edildiği kaynaklar 

SuĢ kodu Bakteri Adı Ġzolasyon kaynağı 

P1 Pseudomonas sp. 
Aliağa Petrol Rafinerisi /Ġzmir 

Toprak 

P8 Chryseomonas luteola 
Aliağa Petrol Rafinerisi /Ġzmir 

Su 

P14 Pseudomonas sp. 
Karagöl / Denizli  

Toprak 

P15 Chryseomonas luteola 
Karagöl / Denizli  

Toprak 

P18 Pseudomonas stutzeri 
Arıtım Tesisi / Denizli  

Su 

P22 Pseudomonas aeruginosa 
Arıtım Tesisi / Denizli  

Su 

P27 Pseudomonas stutzeri 
Güzelköy / Denizli  

Su 

P37 Chryseomonas luteola 
Sığma / Denizli  

Toprak 

P39 Pseudomonas stutzeri 
Korucuk / Denizli  

Su 

P43 Pseudomonas putida 
Zeytinyağı Fabrikası / Aydın 

Toprak 

P44 Pseudomonas stutzeri 
Zeytinyağı Fabrikası / Aydın 

Toprak 

P46 Pseudomonas stutzeri 
Zeytinyağı Fabrikası / Aydın 

Toprak 

P52 Pseudomonas sp. 
Zeytinyağı Fabrikası / Aydın 

Toprak 
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2.1.2. AraĢtırmada kullanılan besiyerleri ve kimyasallar 

Nutrient Broth (NB) ( Merck) 

 Peptone  5 g 

 Yeast extract  2 g 

 Meat extract  1 g 

 Sodyum klorür 5 g 

 Distile su  1000 ml 

Maddeler 1 litre distile su içerisine ilave edilmiĢtir. Besiyerinin pH değeri 7,0±0,2‘ye 

6 N HCl ve 6 N NaOH ile ayarlanmıĢtır. Besiyeri 121 
o
C‘de 15 dakika otoklavda 

sterilize edilmiĢtir. 

Triptic Soy Broth (TSB) (BBL-TM,Merck, Fluka) 

 Pepton from casein    17 g 

 Pepton from soymeal    3 g 

 D(+) glucose      2,5 g 

 Sodyum klorür    5 g 

 Di-Potassium hydrogen phosphate  2,5 g 

 Distile su      1000 ml 

Maddeler 1 litre distile su içerisine ilave edilmiĢtir. Besiyerinin pH değeri 7,0±0,2‘ye 

6 N HCl ve 6 N NaOH ile ayarlanmıĢtır. Besiyeri 121 
o
C‘de 15 dakika otoklavda 

sterilize edilmiĢtir. 

Luria Bertani (LB) 

 Tripton   10 g 

 Yeast extract   5 g 

 Sodyum klorür  10 g 

 Distile su   1000 ml 

Maddeler 1 litre distile su içerisine ilave edilmiĢtir. Besiyerinin pH değeri 7,0±0,2‘ye 

6 N HCl ve 6 N NaOH ile ayarlanmıĢtır. Besiyeri 121 
o
C‘de 15 dakika otoklavda 

sterilize edilmiĢtir. 
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Triptic Soy Agar (TSA) (Merck, Biolife)  

 Pancreatic Digest of Casein    15 g 

 Soy Pepton      5 g 

 Sodium Chloride     5 g 

 Agar       15 g 

 Distile su      1000 ml 

Maddeler 1 litre distile su içerisine ilave edilmiĢtir. Besiyerinin pH değeri 7,0±0,2‘ye 

6 N HCl ve 6 N NaOH ile ayarlanmıĢtır. Besiyeri 121 
o
C‘de 15 dakika otoklavda 

sterilize edilmiĢtir. Ġzole edilen suĢlar, 121C‘de 15 dakika sterilize edilmiĢ TSA 

içeren tüplerde +4C‘de muhafaza edilmiĢtir. 

Potasyum Dikromat Çözeltisi (1000 ppm) (K2Cr2O7) (Merck) 

 Potasyum dikromat  0,2829 g 

 Distile su    100 ml 

1000 mg/L Cr (VI) stok çözeltisi distile suda hazırlanarak 105 
o
C‘de 15 dakika steril  

edilmiĢtir. Bunun için  100 ml distile suda 0,2829 g K2Cr2O7 olacak Ģekilde tartım 

yapılmıĢtır. Çözeltinin pH değeri 6 N NaOH ile 7±0,1‘ye ayarlanmıĢtır. Steril stok 

çözeltisi renkli ĢiĢede +4 ºC‘de buzdolabında maksimum 1 ay tutulmuĢtur. Arzu 

edilen Cr çözeltilerini içeren besiortamları hazırlamada, steril stok Cr (VI) 

kullanılmıĢtır. 

Difenil-karbazid (DPC) (Merck) 

 DPC     0,5 g 

 Aseton    100 ml 

Belirtilen miktarlarda difenil karbazit asetonda çözülür, +4 
o
C‘de renkli ĢiĢelerde 1 

hafta saklanır.     
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%10’luk Sülfirik asit Çözeltisi (H2SO4) (Merck) 

 H2SO4    10 ml 

 Distile su    90 ml 

10 ml Sülfürik asit ölçülür, 100 ml distile suya tamamlanır. Renkli ĢiĢede muhafaza 

edilir. 

NaHCO3 Tanponu 

 NaHCO3           0,05 g 

 Distile su          1000 ml 

5,86x10
-4

 M olacak Ģekilde 0,05 g NaHCO3   tartılır ve 1000 ml distile su içerisinde 

çözülerek hazırlanır. +4 
o 

C‘de 1 ay saklanabilir.Bu tanpon pH 6 ve 7 için 

kullanılmıĢtır. 

NH3-NH4 Tanponu 

 8.00 ml NH3 

 107 g  NH4CI 

Yukarıda belirtilen miktarlara uyarak çalıĢılacak pH değerine ayarlanır. pH 7.5,  8, 

8.5, 9 ve 9.5 için bu tanpon kullanılmıĢtır. 

 SDS-PAGE ĠÇĠN KULLANILAN STOK ÇÖZELTĠLER 

Akrilamid + N, N’ – Metilen Bis Akrilamid Stoğu (%30’luk) 

 Akrilamid (Sigma)   28,8 g 

 Bis akrilamid (Sigma)             1,2 g 

Maddeler 75 ml distile su içerisinde çözülerek, 100 ml‘ye tamamlanır. Whatman No: 

1 filtre kağıdından süzülerek, renkli cam ĢiĢelerde +4ºC‘de en fazla 1 ay muhafaza 

edilir. 

Ayırma Jel Tamponu (1,5 M Tris-HCl, pH: 8,6) 

 Trizma base (Sigma)    18,165 g 

 SDS (Sigma)      0,4 g 

Maddeler, 75 ml distile suda çözüldükten sonra 6 N HCl ile pH=8,6‘ya ayarlanır. 

Son hacim 100 ml‘ye saf su ile tamamlandıktan sonra 121ºC‘de 15 dk. Sterilize edilir 

ve +4ºC‘de saklanır. 
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Yığma Jel Tamponu (0,5 M Tris-HCl, pH: 6,8) 

 Trizma base    6,05 g 

 SDS     0,4 g 

Maddeler 75 ml distile suda çözüldükten sonra 6 N HCl ile pH=6,8‘e ayarlanır. Son 

hacim 100 ml‘ye saf su ile tamamlandıktan sonra 121ºC‘de 15 dk. Sterilize edilir ve 

+4ºC‘de saklanır. 

KoĢturma Tamponu(5X) 

 Trizma base   1,21 

 Glisin    5,76 

 SDS    1,0 

Maddeler 1000 ml distile suda çözülür. 

 

Örnek  Tamponu (2X) 

 1 M Tris-HCl, pH=7,6              2 ml 

 Gliserol    3 ml 

 SDS     0,5 g 

 2- ME   2,0 ml 

 Bromofenol blue   4 mg  

KarıĢımın hacmi 10 ml‘ye tamamlanır. 6 N HCl ile pH=6,8‘e ayarlanır. Çözelti 

renkli cam ĢiĢede oda sıcaklığında saklanır. 

Boyama  Çözeltisi 

 Coomassie Brillant Blue R250 1,5 g 

 Glasiyal Asetik Asit   70,0 ml 

 Metanol    50,0 ml 

 Distile su    880,0 ml 

Boya çözüldükten sonra Whatman No:1 filtre kağıdından süzülür ve renkli cam 

ĢiĢede oda sıcaklığında saklanır. 
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Boya Giderici Çözelti 

70 ml Glasiyal asetik asit, 50 ml Metanol ve 880 ml Distile su karıĢtırılarak 

hazırlanan çözelti oda sıcaklığında renkli cam ĢiĢede saklanır. 

Moleküler Ağırlık Standardı 

Proteinlerin moleküler ağırlıklarını hesaplamak için molekül ağırlıkları sırasıyla 

200,150, 120, 100, 85, 60, 50, 40, 30, 25,  20, 15, 10 kDa olan MBI Fermentas 

SM0661 kiti kullanıldı.  

Ayırma Jelin HazırlanıĢı 

 Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk)   5,78 ml 

 Distile su      7,13 ml 

 1,5 M Tris-HCl pH=8,6    4,33 ml 

 % 10’luk APS      86,70 l 

 TEMED      8,16 l 

Maddeler 1 mm aralığa sahip iki cam arasına dökülür, üst kısım doymuĢ butanol 

veya saf su ile kaplanarak hava ile teması önlenir ve polimerize olması için beklenir. 

Yığma Jelin HazırlanıĢı 

 Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’luk)   0,82 ml 

 Distile su      2,93 ml 

 0,5 M Tris-HCl pH=6,8    1,25 ml 

 % 10’luk APS                 30,00 l 

 TEMED      5,00 l 

Bu karıĢım, polimerize olan ayırma jelin üzerindeki distile su uzaklaĢtırıldıktan ve 

tarak yerleĢtirildikten sonra dökülür. Jel polimerize olduktan sonra tarak çıkarılır, 

kuyular koĢturma tamponu ile yıkandıktan sonra tanka sabitlenir ve hazne koĢturma 

tamponu ile doldurulur. 
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2.2. Metot 

2.2.1. Besi ortamı belirlenmesi 

Ġzolatların geliĢtikleri en iyi besi ortamını belirlemek için NB, TSB ve LB besi 

ortamları kullanılmıĢtır.Her üç besi ortamına da %2‘lik bakteri  ekimi yapılmıĢ ve 37 

ºC de 24 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda hücre yoğunluklarını belirlemek 

için spektrofotometrede 600 nm‘de ölçüm yapılmıĢtır. Ölçüm sonunda en yüksek 

OD‘ye sahip olan besiyeri bundan sonraki krom indirgeme deneylerinde 

kullanılmıĢtır.   

2.2.2. Bakteri tiplendirmesi 

Sekans analizi REFGEN (Ankara)‘e yaptırılmıĢtır. Analize gönderilecek izolatlar, 37 

ºC‘de 24 saat TSB besi ortamında geliĢtirilmiĢ ve sonrasında petri ekimleri yapılarak 

tür düzeyinde tiplendirilmelerinin yapılması için 16S rRNA sekans analizine 

gönderilmiĢtir. 

2.2.3. Bakterilerin hekzavalent krom dirençliliğinin belirlenmesi 

Bakterilerin krom dirençliliği, Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonuna (MĠK) göre 

belirlenmiĢtir. Krom konsantrasyonu 10-500 ppm aralığında tutularak toplam hacim 

5 ml olacak Ģekilde broth dilusyon yöntemi kullanılmıĢtır. MIK deneyleri üç tekrarlı 

yapılmıĢtır. 

2.2.4. Bakterilerin krom indirgemesi 

Kesikli krom (VI) indirgeme çalıĢmalarında, Pseudomonas  mendocina PASS3 –P18 

ve Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suĢları TSB besiyerinde 37 
o
C‘de 

geliĢtirilmiĢlerdir. Bakteriler, steril Cr(VI) stok çözeltisinden 100 mg/L olacak 

Ģekilde krom içeren besiyerlerinde geliĢtirilerek bakterilerin krom indirgeme 

özellikleri belirlenmiĢtir. Sabit pH‘da (7±0,2) yapılan deneylerde indirgenme 

reaksiyonu ile birlikte pH‘da meydana gelen değiĢimleri sabitlemek için NaHCO3 

tamponu (0,11 mM) kullanılmıĢtır. 

2.2.5. Analitik metot 

Krom indirgeme çalıĢması için geliĢtirilen bakteri kültürlerinden, belli aralıklarla (6 

ve/veya 12 saat) steril pipet yardımı ile alınan örnekleri 6000 x g‘de 20 dakika 

santrifuj edilmiĢtir. Elde edilen örneklerin Cr(VI) içerikleri UV spektrofotometrede 



                         

 56 
 

(UV Lange DR5000) 540 nm‘de difenilkarbazid kullanılarak kolorimetrik olarak 

belirlenmiĢ ve örnekteki Cr(VI) miktarı ise standart Cr(VI) değeri ile karĢılaĢtırılarak 

tespit edilmiĢtir (APHA, 1995). Standart eğrinin çıkarılması için 1x10
-5

 ile 3x10
-7

 

arasındaki konsantrasyonlarda dilüsyon tüpleri hazırlanmıĢtır. R
2 

değeri 0.99‘un 

altındaki değerler kabul edilmemiĢtir. 

2.2.6. pH’nın etkisi 

Krom indirgemesine pH‘nın etkisini belirlemek için, 6 N HCl ve NaOH ile  pH 6.0, 

7.0, 7.5, 8.5, 9.0, 9.5‘a ayarlanmıĢ olan TSB besi ortamlarına pH 6.0 ve 7.0 için 

NaHCO3, pH 7.5, 8, 8.5, 9.0 ve 9.5 için NH3-NH4Cl tamponları ilave edilerek 

hazırlanmıĢtır. 

2.2.7. Metal ve ağır metallerin etkisi 

Farklı  metal ve ağır metallerin indirgemeye olan etkisini belirlemek için Mn
+2

, Cu
+2

, 

Fe
+2

, Ba
+2

, Al
+2

, Ni
+2

, Co
+2

, Zn
+2

, Cd
+2

, Pb
+2

‗nın saf suda çözünebilen 

konsatrasyonları dikkate alınmıĢtır. Son hacim 100 ml olacak Ģekilde ilgili besi 

ortamlarına Cr(VI) ile birlikte ilave edilmiĢlerdir. Tampon ile pH ayarlaması 

yapılarak 37 
o
C‘de   inkübe edilen kültürdeki krom miktarı, belli inkübasyon 

aralıklarında alınan örneklerden difenilkarbazid-sülfürik asit  metoduna göre 

spektrofotometrede 540 nm‘de ölçüm yapılarak  hesaplanmıĢtır.  

2.2.8. BaĢlangıç krom konsantrasyonunun indirgemeye etkisi 

Farklı krom konsantrasyonunun indirgemeye olan etkisini belirlemek amacıyla 

besiyerine baĢlangıç krom konsantrasyonları  stok Cr(VI) solüsyonundan 

Pseudomonas mendocina PASS3 –P18 bakterisi için 30 ve 50 ppm, Pseudomonas 

mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi için 15 ve 25 ppm olacak Ģekilde ilave 

edilmiĢtir. 

2.2.9. Biyosorpsiyon 

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 ve Pseudomonas  mendocina PASS3 –

P18 bakterileri 1000 ml‘lik TSB besi ortamında 24 saatlik inkübasyondan sonra, 

6000 rpm +4
 o

C‘de 20 dakika sanrüfüj edilmiĢtir. Elde edilen pelet, Pastör fırınında 

antiseptik koĢullarda 12-16 saat 120 
o
C‘de kurutulmuĢtur. Biyokütle miktarı 

ölçülerek 1gr/L olacak Ģekilde farklı konsantrasyonlardaki (P18 bakterisi için 30 ve 
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50, P22 bakterisi için 15 ve 25 ppm) 100 ml‘lik Cr(VI) çözeltilerine ilave edilmiĢtir. 

Örnekler 37
 o

C‘de inkübasyona bırakılarak, belirli aralıklarla difenilkarbazid 

metoduna göre krom konsantrasyonu belirlenmiĢtir. 

2.2.10. Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)  

2.2.10.1. Kromat redüktaz enziminin indüklenmesi 

Krom varlığında, krom redüktazın indüklenip indüklenmediğini belirlemek için 

bakteriler farklı krom konsantrasyonlarında (P18 bakterisi için 30, 50, 80, 110 ppm 

ve P22 bakterisi için 10, 15, 20, 25 ppm) ve kontrol grubu olarak krom içermeyen 

besiortamında geliĢtirilmiĢtir. Hücrelerin periplazmik franksiyonlarının protein 

profillerini karĢılaĢtırmak için, konsantre periplazmik franksiyonlar 100 µl örnek 

dilüsyon tamponunda süspanse edilmiĢtir (0,0625 M Tris, pH=6.8; %2 SDS, %10 

Gliserol, %5 β-merkaptaetanol ve %0,001‘lik bromo fenol blue). Kaynatılan örnekler 

Laemmli (1970)‘nin metoduna göre SDS-PAGE(Biolab 20X20,5)‘de yürütülmüĢtür. 

Bakterilerden periplazmik fraksiyon elde etmek için osmotik Ģok metodu 

kullanılmıĢtır (Poole ve Hancock, 1984; Ganguli ve Tripathi, 2001). Bunun için bir 

gecelik kültürler 10000g‘de (7000 rpm) 4°C‘de 10 dakika santrifüj edilerek 

toplanmıĢtır. Pellet 8 ml 0,05 M Tris HCI (pH=7,3), 0,2 M MgCl2 ile süspanse edilip 

10 dk 30°C‘de inkübe edilmiĢtir. Soğuk su banyosunda soğutulan örnekler tekrar 10 

dk 30 C‘de ısıtılmıĢtır. Buz banyosunda soğutulan ve periplazmik proteinleri içeren 

süpernetant, filtreli santrifüj tüpü ile (Amnicon MW 10 000 Da) konsantre edilmiĢtir. 

Ortamdaki MgCI2‘ü uzaklaĢtırmak için 0,05 M HCI pH: 7.3‘e karĢı diyaliz 

uygulanmıĢtır. 

2.2.10.2. Poliakrilamid jel elektroforezinin yapılıĢı 

Elektroforez iĢlemi Laemmli (1970)‘ye göre yapılmıĢtır. 

2.2.10.3. Protein elektoroforezin yapılıĢı ve jellerin boyanması 

Proteinler Yığma Jel ve Ayırma Jelde 200 V‘ta ortalama 5 saat koĢturulur. 

Elektroforez iĢlemi tamamlandıktan sonra jeller, Coomassie Brillant Blue R-250 

içinde 24 saat bekletilerek boyanır. Daha sonra boya giderici solusyonda bırakılarak 

jellerin zemininde bulunan boyanın uzaklaĢtırılması sağlanır. Jeller, %7‘lik Asetik 

asit içerisinde saklanır. 
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2.2.10.4. Proteinlerin moleküler ağırlıklarının hesaplanıĢı 

Ayırma jelde proteinin koĢtuğu mesafenin izleme boyasının bulunduğu mesafeye 

oranı bize Rf değerini verir. Molekül ağırlıklarını bildiğimiz standart proteinlerin her 

birinin Rf değeri bulunur. Yarı logaritmik kağıtta Rf değeri apsise, proteinlerin 

molekül ağırlıkları da ordinata konarak bir doğru çizilir. Daha sonra molekül ağırlığı 

hesaplanacak proteinin molekül ağırlığı da hesaplanır. 

2.2.10.5. Scanning elektron mikroskop ile görüntüleme 

P.mendocina  PASS3-P18 bakterisinin kromlu ve kromsuz ortamda SEM resimleri 

Akdeniz Üniversitesi TEMGA birimine çektirilmiĢtir. SEM için 110ppm Cr(VI) 

içeren ve içermeyen 50ml‘lik TSB besi ortamları hazırlanmıĢ ve bu besi ortamına 

%2‘lik ekim yapılarak 37
o
C, 125rpm‘de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. GeliĢen 

kültürler polilizin kaplı lamlara yayılarak SEM takibi için aĢağıdaki prosedür sırayla 

uygulanmıĢtır.  

 %2,5 luk Gluteraldehit (2 saat, +4
o
C) 

 0,1 M lik Sorenson fosfat tamponu (10 dakikaX3, oda ısısı rotator) 

 % 0,1 Osmiyum Tetroxide (2 saat, oda ısısı rotator) 

 0,1 M lik Sorenson fosfat tamponu (10 dakikaX3, oda ısısı rotator) 

 % 30 Etanol (10 dakikaX3, +4
o
C) 

 % 50 Etanol (10 dakikaX3, +4
o
C) 

 % 70 Etanol (10 dakikaX3, +4
o
C) 

 % 80 Etanol (10 dakikaX3, +4
o
C) 

 % 90 Etanol (10 dakikaX3, +4
o
C) 

 % 100 Etanol (10 dakikaX3, +4
o
C) 

 % 100 Etanol: Amil Asetat (3:1) ( 30 dakika, +4 
o
C) 

 % 100 Etanol: Amil Asetat (1:1) ( 30 dakika, +4 
o
C) 

 % 100 Etanol: Amil Asetat (1:3) ( 30 dakika, +4 
o
C) 

 Saf Amil asetat (+4 
o
C) 
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3. BULGULAR 

3.1. Besi Ortamı Belirlenmesi 

Ġzolatların en iyi geliĢtikleri besi ortamı Triptic soy broth (TSB) olarak belirlenmiĢtir. 

Belirlenen bu besi ortamına farklı konsantrasyonlarda ağır metal ve metaller (Cu
+2

, 

Mn
+2

, Zn
+2

, Fe
+2

 52ppm, Ba
+2

, Al
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

 100ppm, Co
+2

ve Cd
+2

 20ppm) ilave 

edilmiĢtir.  

3.2. Bakterilerin Tiplendirilmesi 

Ġzolatların 16S rRNA sekans analizi sonuçlarının değerlendirilmesi sonucunda 

toplam 13 izolat içinde 6 farklı tür olduğu tespit edilmiĢtir. Bu izolatların 3‘ü 

Enterobacter cancerogenus, 3‘ü Pseudomonas mendocina, 1‘i Exiuguobacterium 

aurantiacum, 2‘si Pseudomonas stutzeri, 2‘si Enterobacter cloacae ve 1 tanesinin de 

Streptomyces thermocarboxydus olduğu görülmüĢtür. TeĢhisi yapılan bakteriler 

içinde gram pozitif bir bakteri olan Streptomyces thermocarboxydus olması dikkati 

çekmiĢtir. TeĢhis sonrası kontrol amacıyla yapılan gram boyama sonunda bakterinin 

gram negatif olduğu teyit edilmiĢtir. Bu bakteri ile ilgili REFGEN‘den kaynaklı bir 

hata olduğu belirlenmiĢtir. Bu nedenle bu bakteri stoklardan çıkarılmıĢtır. 16S rRNA 

sekans analizi ile tiplendirilen suĢların tür adı ve izolasyon kaynakları Tablo 4‘de, 

16S rRNA sekans analizi ile ilgili filogenetik ağaç ġekil 6‘da verilmiĢtir. 

 P14

 P15

 Enterobacter cancerogenus strain LCR73

 Enterobacter cancerogenus strain H3

 P8

 Enterobacter cancerogenus strain H4

 P22

 Pseudomonas mendocina strain DS0601-FX

 P27

 Pseudomonas mendocina strain 8-40B28

 P18

 Pseudomonas mendocina strain PASS3

 P1

 Exiguobacterium aurantiacum strain GL11

 Exiguobacterium aurantiacum strain DSM 6

 Exiguobacterium aurantiacum strain GRM80
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100

99
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100
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53
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0.1  



                         

 60 
 

 p44

 Pseudomonas stutzeri

 p46

 p39

 Pseudomonas mendocina

 p52

 Enterobacter cloacae

 p37

 p43

 Streptomyces thermocarboxydus

96

96

100

100

98

100

0.01  

ġekil 6: Ġzolatların 16S rRNA analizine göre filogenetik ağacı 

3.3. Kromun Hücre GeliĢimine Toksik Etkisi  

Krom organizmalar için essensiyal bir element (Bailar, 1997) olmasının yanında 

kanserojenik (Venitt ve Levy, 1974), mutajenik (Nishioka, 1975) ve yüksek toksik 

(Sharma ve ark., 1995¸Petrilli ve  Flora, 1977) özelliklerinden dolayı ortamda 

miktarının artmasıyla organizmalar üzerinde olumsuz etkilere sebep olur. 

P22 Bakterisinde kromun hücre gelişimine etkisi
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ġekil 7: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde kromun hücre 

geliĢimine etkisi  

ġekil 7‘de her iki konsantrasyoun hücre yoğunluğu kontrol grubu ile kıyaslandığında 

kromun hücre geliĢimi üzerinde olumsuz bir etkisi olduğu açıkca görülmektedir. 

Ortamdaki Cr(VI) miktarı sıfırlandığında yani 15 ppm için 72. saat ve 25 ppm için 

96. saat sonrasında ise hücre geliĢiminin arttığını görebiliyoruz. 
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P18 Bakterisinde kromun hücre gelişimi üzerine etkisi

0

1

2

3

4

5

12. saat 24. saat 36. saat 48. saat 60. saat 72. saat

Zaman (saat)

H
ü

c
re

 y
o

ğ
u

n
lu

ğ
u

(6
0
0
n

m
) 

  
.

30 ppm

TSB

50 ppm

 

ġekil 8: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinde kromun hücre geliĢimine 

etkisi 

ġekil 8‘de görüldüğü gibi 30 ve 50 ppm krom konsatrasyonlarındaki hücre 

yoğunluğu kontrol grubu ile kıyaslandığında daha az olduğu açıkca görülmektedir.  

3.4. Bakterilerin Hekzavalent Krom Dirençlilik Mekanizmalarının Belirlenmesi 

Bakterilerin krom dirençliliği, minimum inhibisyon konsantrasyonuna göre 

belirlenmiĢtir. Krom konsantrasyonu 10-500 ppm aralığında tutularak toplam hacim 

5 ml olacak Ģekilde broth dilusyon yöntemi kullanıldı. Gözle görülür bir geliĢmenin 

olmadığı minimum konsatrasyon MĠK olarak değerlendirilmiĢtir. Ayrıca sonuçlar 

petri ekimi yapılarak da doğrulanmıĢtır. Sonuçlar Tablo 6‘da verilmiĢtir. Krom 

indirgeme deneyleri için yapılan ön denemelerimiz sonunda krom ve ağır metallerin 

hücre üzerine olan toksik etkisi nedeniyle 110 ppm ve 25 ppm MĠK değerine sahip 

olan P. mendocina PASS3-P18 ve P. mendocina DS0601-FX-P22 suĢları seçilmiĢtir. 
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Tablo 5: Bakterilerin hekzavalent krom dirençlilikleri 

SuĢ Adı ve Kodu Cr(VI) 

Konsatrasyonu (ppm) 

Exiguobacterium 
aurantiacum DSM6 

(P1) 

30 

Pseudomonas 
cancerogenus H4 

(P8) 

60 

Pseudomonas 
cancerogenus 
LCR73 (P14) 

60 

Pseudomonas 
cancerogenus 
LCR73 (P15) 

50 

Pseudomonas 
mendocina PASS3 

(P18) 

110 

Pseudomonas 
mendocina DS0601-

FX (P22) 

25 

Pseudomonas 
mendocina 8-40B28 

(P27) 

20 

Enterobacter 
cloacae (P37) 

450 

Pseudomonas 
mendocina (P39) 

90 

Streptomyces 
thermocarboxydus 

(P43) 

110 

Pseudomonas 
stutzeri (P44) 

30 

Pseudomonas 
stutzeri (P46) 

30 

Enterobacter 
cloacae (P52) 

60 
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3.5. Krom Ġndirgeme Deneyleri 

3.5.1. Krom indirgemeye pH’ın etkisi 

Krom indirgemeye pH‘nın etkisinin belirlenmesi amacıyla pH‘sı 6, 7, 7.5, 8.5, 9 ve 

9.5‘a ayarlanan TSB besiyerlerine önceden aktifleĢtirilen Pseudomonas mendocina 

PASS3-P18 suĢu %2 oranında inoküle edilmiĢtir. Besiyerlerinin pH‘sı NaHCO3 

tamponu kullanılarak sabitlenmiĢtir. ÇalıĢma sonunda elde edilen sonuçlara göre, 

Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisi 110 ppm Cr(VI)‘u pH=7‘de 

inkübasyonun 144. saatinde sıfırlamıĢtır. Diğer pH aralıklarında bakterinin kromu 

sıfırlama zamanının ortalama olarak 192. ve 240. saatler olduğu bulunmuĢtur. Krom 

indirgeme deneyleri için en iyi pH‘nın 7 olduğu belirlenmiĢtir. Bundan sonraki tüm 

krom indirgeme deneyleri pH=7‘de yapılmıĢtır. Sonuçlar ġekil 9‘da verilmiĢtir. 

P18 Bakterisinin pH değişimine bağlı Cr(VI) indirgemesi 
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ġekil 9: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin pH değiĢimine 

bağlı Cr(VI) indirgemesi 

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suĢunda farklı pH‘ların krom 

indirgemeye etkisini belirlemek için pH‘sı 6.0, 7.0, 7.5, 8.0 ve 9.0‘ a ayarlanan TSB 

besiyerlerine önceden aktifleĢtirilen P. mendocina DS0601-FX-P22 suĢu %2 

oranında inoküle edilmiĢtir. Besiyerlerinin pH‘sı NaHCO3 tamponu kullanılarak arzu 

edilen pH‘ya sabitlenmiĢtir. ÇalıĢma sonunda elde edilen sonuçlara göre, 

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi 25 ppm Cr(VI)‘u pH=6‘da 

inkübasyonun 36. saatinde  sıfırlamıĢtır. Diğer pH aralıklarında bakteri ortalama 48. 

ve 60. saatlerde Cr(VI)‘yı sıfırlamıĢtır. Krom indirgeme deneyleri için en iyi pH‘nın 
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6 olduğu belirlenmiĢtir. Bundan sonraki tüm krom indirgeme deneyleri pH=6‘da 

yapılmıĢtır. Sonuçlar ġekil 10‘da verilmiĢtir. 

P22 Bakterisinin pH değişimine bağlı Cr(VI) indirgemesi 
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ġekil 10: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin pH 

değiĢimine bağlı Cr(VI) indirgemesi 

3.5.2. Farklı ağır metal ve metal varlığında krom indirgeme deneyleri 

Farklı ağır metal ve metallerin bulunduğu TSB besi ortamlarında Pseudomonas 

mendocina PASS3-P18 bakterisi için krom indirgeme deneyleri yapılarak 30 ppm‘lik 

kromlu ortamlardaki indirgeme sonuçları Tablo 7 ve 8‘de verilmiĢtir. Bazı Ağır 

metal ve metal varlığında krom indirgeme süreleri azalırken, bazılarında ise krom 

indirgeme sürelerinde artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Kontrol grubunda krom 

indirgeme zamanı 48 saat olarak belirlenirken, bu süre Cu
+2

 varlığında 24 saate, Fe
+2

 

varlığında ise 36 saate düĢmüĢtür (ġekil 12). Kontrol ile kıyaslandığında, metallerden 

Al
+2

, Pb
+2

, Ba
+2

, Ni
+2

, Zn
+2

, Mn
+2

, Co
+2

 ve Cd
+2

 gibi ağır metal ve metaller krom 

indirgemesini olumsuz yönde etkilemiĢlerdir( ġekil 11 ve 12). Al
+2

, Pb
+2

, Ba
+2

, Ni
+2

, 

Zn
+2

,Mn
+2 

varlığında krom sıfırlama zamanı 72 saat olarak belirlenirken Cd
+2 

varlığında 96 saat Co
+2 

varlığında ise 60 saat olarak belirlenmiĢtir. 
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Tablo 6: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm krom 

konsantrasyonunda,  ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları(A) 

ZAMAN KONTROL Pb
+2 

Al
+2 

Ba
+2 

Ni
+2 

Cd
+2 

0. saat 28,72 ± 0,67 28,99 ± 0,13 28,86 ± 0,54 29,90 ± 0,00 29,53 ± 0,40 28,72 ± 0,67 

12. saat  25,62 ± 0,00 26,56 ± 0,95 24,81 ± 0,27 28,86 ± 0,27 28,05 ± 0,00 26,83 ± 0,40 

24. saat 13,47 ± 1,08 21,43 ± 0,68 19,27 ± 0,68 23,72 ± 0,82 25,08 ± 0,00 23,19 ± 0,27 

36. saat 4,15 ± 1,75 11,04 ± 0,54 14,28 ± 0,27 13,74 ± 0,54 17,92 ± 0,40 18,33 ± 0,54 

48. saat − 5,37 ± 0,81 7,26 ± 0,81 5,10 ± 0,54 9,15 ± 0,27 15,63 ± 0,00 

60. saat  3,75 ± 0,27 4,15 ± 2,02 2,13 ± 0,00 6,72 ± 0,27 13,33 ± 0,41 

72. saat  − − − − 4,29 ± 0,00 

84. saat      2,80 ± 0,13 

96. saat      − 
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ġekil 11: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgemesi (A) 
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Tablo 7: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 30 ppm krom konsantrasyonunda,  

ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları(B) 

ZAMAN KONTROL Co
+2 

Zn
+2 

Cu
+2 

Mn
+2 

Fe
+2 

0. saat 28,72 ± 0,67 29,94 ± 0,00 28,99 ± 0,95 29,94 ± 0,00 29,94 ± 0,00 29,94 ± 0,00 

12. saat 25,62 ± 0,00 24,94 ± 1,48 27,78 ± 1,08 5,77 ± 0,67 27,91 ± 0,68 19,27 ± 0,41 

24. saat 13,47 ± 1,08 19,14 ± 3,24 21,43 ± 0,95 − 17,65 ± 0,95 7,80 ± 1,35 

36. saat 4,15 ± 1,75 8,20 ± 0,68 13,06 ± 0,14  10,23 ±0,27 − 

48. saat − 3,47 ± 0,27 8,47 ± 0,67  7,53 ± 0,27  

60. saat  − 5,90 ± 0,80  2,78 ± 0,11  

72. saat   −  −  
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ġekil 12: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgemesi (B)  

Farklı ağır metal ve metallerin bulunduğu TSB besi ortamlarında Pseudomonas 

mendocina PASS3-P18 bakterisi için krom indirgeme deneyleri yapılarak 50 ppm‘lik 

kromlu ortamlardaki indirgeme sonuçları Tablo 9 ve 10‘da verilmiĢtir. Bazı ağır 

metal ve metal varlığında krom indirgeme süreleri azalırken, bazılarında ise krom 

indirgeme sürelerinde artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Kontrol grubunda krom 

indirgeme zamanı 72 saat olarak belirlenirken, bu süre Cu
+2

 varlığında 36 saate, Fe
+2

 

varlığında ise 48 saate düĢmüĢtür (ġekil 14). Kontrol ile kıyaslandığında, metallerden 

Al
+2

,Pb
+2

, Ba
+2

, Ni
+2

, Zn
+2

, Mn
+2

, Co
+2

‘ve Cd
+2

 krom indirgemesini olumsuz yönde 

etkilemiĢlerdir. Pb
+2 

varlığında krom sıfırlanma zamanı 108 saat, Al
+2

 varlığında 96 



                         

 67 
 

saat iken, Mn
+2

 ve Co
+2

 varlığında 84 saat, Ba
+2

 ve Ni
+2

 varlığında bu süre 120 saate 

uzamıĢtır (ġekil 13 ve 14). Zn
+2

 ve Cd
+2

‘un varlığında ise bakteriyal krom 

indirgemesi belli miktara kadar devam etmiĢ, ilerleyen inkübasyon süresince kromun 

sıfırlanmadığı ve sabitlendiği belirlenmiĢtir 

Tablo 8: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm krom 

konsantrasyonunda,  ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları(A) 

ZAMAN KONTROL Pb
+2 

Al
+2 

Ba
+2 

Ni
+2 

Cd
+2 

0. sa 48,77 ± 0,22 49,9 ± 0,00 48,77 ± 0,22 49,45 ± 0,45 49 ± 0,90 48,55 ± 0,45 

12. sa 44,95 ± 4,05 42,25 ± 0,00 44,72 ± 0,23 44,72 ± 1,13 40 ± 0,45 41,35 ± 0,90 

24. sa 35,50 ± 0,90 40,67 ± 0,22 38,2 ± 0,00 38,2  ± 0,90 37,07 ± 0,67 37,3 ± 0,45 

36. sa 22,67 ± 1,13 35,27 ± 0,68 34,15 ± 1,35 36,62 ± 1,58 29,2 ± 0,90 29,87 ± 0,67 

48. sa 11,87 ± 0,68 25,82 ± 0,68 25,15 ± 0,00 25,82 ± 2,48 25,82 ± 0,22 29,20 ± 0,45 

60. sa 2,65 ± 0,45 21,55 ± 1,80 21,55 ± 0,45 21,77 ± 2,03 19,75 ± 0,90 25,60 ± 0,90 

72. sa − 14,35 ± 0,45 12,55 ± 0,90 14,57 ± 2,48 12,55 ± 0,45 25,60 ± 0,90 

84. sa  8,05 ± 0,45 4,67 ± 1,13 10,07 ± 2,48 11,42 ± 0,22 22,45 ± 0,00 

96. sa  3,55 ± 0,45 − 6,7 ± 2,70 6,7 ± 1,80 17,27 ± 1,13 

108. sa  −  3,1 ± 1,80 1,75 ± 0,00 16,37 ± 0,23 

120. sa    − − 13,22 ± 2,02 

132. sa      9,85 ± 1,35 

144. sa      9,80 ± 1,35 

156. sa      9,85 ± 1,35 
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ġekil 13: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında  Cr(VI) indirgemesi (A) 
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Tablo 9: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm krom 

konsantrasyonunda, ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları(B) 

ZAMAN KONTROL Co
+2 

Zn
+2 

Cu
+2 

Mn
+2 

Fe
+2 

0. sa 48,77 ± 0,22 47,65 ± 0,45 49,45 ± 0,45 49,9 ± 0,00 46,07 ± 1,58 48,10 ± 0,90 

12. sa 44,95 ± 4,05 40,90 ± 2,25 38,20 ± 0,45 30,32 ± 1,12 33,92 ± 0,67 31,90 ± 0,90 

24. sa 35,50 ± 0,90 34,06 ± 0,45 35,95 ± 0,00 6,02 ± 2,02 33,92 ± 0,67 26,27 ± 0,67 

36. sa 22,67 ± 1,13 28,30 ± 1,35 32,57± 0,22 − 23,80 ± 0,90 10,52 ± 0,67 

48. sa 11,87 ± 0,68 18,40 ± 0,90 25,37 ± 2,02  10,52 ± 0,23 − 

60. sa 2,65 ± 0,45 11,65 ± 0,00 20,87 ± 1,58  10,52 ± 0,23  

72. sa − 1,60 ± 0,60 15,25 ± 0,00  1,70 ± 0,00  

84. sa  − 14,80 ± 0,45  −  

96. sa   8,27 ± 1,57    

108. sa   6,25 ± 0,45    

120. sa   4,22 ± 0,22    

132. sa   3,32 ± 0,22    

144. sa   3,32 ± 0,22    

156. sa   3,32 ± 0,22    
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ġekil 14: Pseudomonas mendocina PASS3-P18bakterisinin 50 ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgemesi (B) 
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Farklı ağır metal ve metallerin bulunduğu TSB besi ortamlarında Pseudomonas 

mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi için krom indirgeme deneyleri yapılarak 25 

ppm‘lik kromlu ortamlardaki indirgeme sonuçları Tablo 11 ve 12‘de verilmiĢtir. Bazı 

ağır metal ve metal varlığında krom indirgeme süreleri azalırken, bazılarında ise 

krom indirgeme sürelerinde artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Kontrol grubunda krom 

indirgeme zamanı 96 saat olarak belirlenirken, bu süre Cu
+2

 ve Fe
+2

 varlığında 36 

saate, Co
+2

‘varlığında ise 48 saate, Al
+2 

varlığında 84 saate ve Mn
+2 

varlığında 
 
60 

saate düĢmüĢtür (ġekil 15). Kontrol ile kıyaslandığında, metallerden, Pb
+2

, Ba
+2

, 

Ni
+2

, Zn
+2 

ve Cd
+2

 gibi ağır metal ve metaller krom indirgemesini olumsuz yönde 

etkilemiĢlerdir (ġekil 16). Pb
+2

, Zn
+2 

ve Cd
+2

 
 
varlığında krom sıfırlanma zamanı 120 

saate uzamıĢtır. Ba
+2

 ve Ni
+2

‘in varlığında ise bakteriyal krom indirgemesi belli 

miktara kadar devam etmiĢ, ilerleyen inkübasyon süresince kromun sıfırlanmadığı ve 

sabitlendiği belirlenmiĢtir 

Tablo10: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm krom 

konsantrasyonunda, ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları (A) 

 

ZAMAN  KONTROL Co
+2 

Al
+2 

Mn
+2 

Fe
+2 

Cu
+2 

0.saat 24,50 ± 0,00 23,93 ± 0,52 24,05 ±0,20 23,37 ± 0,20 23,15 ± 0,20 24,05 ± 0,20 

12. saat 13,92 ± 2,25 9,19 ± 0,67 16,28 ± 0,12 14,59 ± 1,12 11,33 ± 0,34 3,80 ± 0,45 

24. saat 9,98 ± 2,13 5,60 ± 0,00 13,24 ± 0,22 8,52  ± 0,00 3,23 ± 0,11 0,76 ± 0,11 

36. saat 9,08 ± 1,68 2,90 ± 0,45 9,87 ± 0,22 5,26 ± 0,34 − − 

48. saat 6,83 ± 1,68 − 7,40 ± 0,00 3,35 ± 0,90   

60. saat 4,13 ± 1,68  5,37 ± 0,23 −   

72. saat 2,30 ± 1,50  3,12 ± 0,00    

84. saat 1,86 ± 1,26  −    

96. saat −      
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 25ppm Cr(VI) konsantrasyonunda  indirgeme
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ġekil 15: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgemesi (A) 

 

 

 

Tablo 11: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm krom 

konsantrasyonunda,  ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları(B) 

ZAMAN KONTROL Cd
+2 

Pb
+2 

Ba
+2 

Zn
+2 

Ni
+2 

0.saat 24,50 ± 0,00 24,27 ± 0,22 24,72 ± 0,22 24,50 ± 0,00 24,95 ± 0,00 24,05 ± 0,00 

12. saat 13,92 ± 2,25 18,31 ± 0,11 17,07 ± 0,45 20,44 ±  0,22 18,08 ± 0,11 18,76 ± 0,34 

24. saat 9,98 ± 2,13 14,26 ± 0,11 12,79 ± 1,58 15,16 ± 0,11 14,26 ± 0,11 15,72 ± 0,23 

36. saat 9,08 ± 1,68 12,57 ± 0,23 11,56 ± 0,11 13,81 ± 0,56 12,80 ± 0,90 13,36 ± 0,11 

48. saat 6,83 ± 1,68 8,41 ± 0,34 7,28 ± 0,34 10,21 ± 0,11 8,86 ± 0,34 10,77 ± 0,90 

60. saat 4,13 ± 1,68 6,83 ± 0,34 6,50 ± 0,00 7,17 ± 0,22 8,52 ± 0,67 8,97 ± 0,00 

72. saat 2,30 ± 1,50 6,27 ± 0,23 5,71 ± 0,11 6,72 ± 0,22 7,40 ± 0,00 8,3 ± 0,00 

84. saat 1,86 ± 1,26 4,58 ± 0,79 3,91 ± 0,11 5,48 ± 0,33 5,26 ± 0,11 6,94 ± 0,23 

96. saat − 3,12 ±0,23 3,20 ± 0,30 3,91 ± 1,24 4,70 ± 0,45 5,47 ± 0,57 

108. saat  2,78 ± 0,12 1,66 ± 0,34 2,56 ± 0,11 2,67 ± 0,00 4,13 ± 0,57 

120. saat  − − 2,56 ± 0,11 − 4,13 ± 0,57 

132. saat    2,56 ± 0,11  4,13 ± 0,57 
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ġekil 16: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgemesi (B) 

Farklı ağırmetal ve metallerin bulunduğu TSB besi ortamlarında Pseudomonas 

mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi için krom indirgeme deneyleri yapılarak 15 

ppm‘lik kromlu ortamlardaki indirgeme sonuçları Tablo 13 ve 14‘ de verilmiĢtir. 

Bazı Ağır metal ve metal varlığında krom indirgeme süreleri azalırken, bazılarında 

herhangi bir değiĢme olmadığı, bazılarında ise krom indirgeme sürelerinde artıĢ 

olduğu tespit edilmiĢtir. Kontrol grubunda krom indirgeme zamanı 72 saat olarak 

belirlenirken, bu süre Cu
+2

 varlığında 12 saate, Fe
+2

 ve Co
+2 

varlığında 24 saate, 

Mn
+2 

varlığında ise
 
48 saate düĢmüĢtür (ġekil 17). Kontrol ile kıyaslandığında, 

metallerden Al
+2

‘nin bakteriyal krom indirgeme zamanında herhangi bir etkilerinin 

olmadığı gözlenmiĢtir. Pb
+2

,Ba
+2

, Ni
+2

, Zn
+2

 ve Cd
+2

 gibi ağır metaller krom 

indirgemesini olumsuz yönde etkilemiĢlerdir. Pb
+2 

ve Cd
+2

 varlığında krom 

sıfırlanma zamanı 96 saat iken, Ba
+2

 , Ni
+2

 ve Zn
+2

 varlığında bu süre 108 saate 

uzamıĢtır (ġekil 18).  
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Tablo 12: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom 

konsantrasyonunda,  ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları(A) 
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ġekil 17: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında  Cr(VI) indirgemesi (A) 

ZAMAN  KONTROL Co
+2 

Al
+2 

Mn
+2 

Fe
+2 

Cu
+2 

0.saat 14,70 ± 0,00 14,83 ± 0,13 14,70 ± 0,00 14,29 ±0,14 14,03 ± 0,00 14,16 ± 0,00 

12. saat 10,44 ± 0,48 1,60 ± 0,41 9,43 ± 0,13 7,20 ± 0,20 2,48 ± 0,61 − 

24. saat 8,28 ± 0,34 − 6,12 ± 0,21 3,02 ± 0,34 −  

36. saat 5,25 ± 0,27  5,04 ± 0,20 2,01 ± 0,00   

48. saat 1,67 ± 0,88  2,34 ± 0,75 −   

60. saat 0,62 ± 0,57  1,20 ± 0,00    

72. saat −  −    
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Tablo 13: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom 

konsantrasyonunda, ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgeme sonuçları(B) 

ZAMAN  KONTROL Cd
+2 

Pb
+2 

Ba
+2 

Zn
+2 

Ni
+2 

0.saat 14,70 ± 0,00 14,83 ± 0,13 14,97 ± 0,00 14,70 ± 0,00 14,50 ± 0,00 14,43 ± 0,00 

12. saat 10,44 ± 0,48 9,63 ±0,60 9,97 ± 0,40 12,07 ± 0,34 10,04 ± 0,48 10,31 ± 0,20 

24. saat 8,28 ± 0,34 7,14 ±0,00 7,54 ± 0,00 8,96 ± 0,47 7,54 ± 0,41 7,67 ± 0,14 

36. saat 5,25 ± 0,27 5,85 ± 0,33 5,31 ± 0,21 8,08 ± 0,13 6,19 ± 0,13 6,19 ± 0,00 

48. saat 1,67 ± 0,88 3,63 ± 0,27 3,09 ± 0,00 5,24 ± 0,13 3,29 ± 0,34 4,70 ± 0,13 

60. saat 0,62 ± 0,57 2,75 ±0,20 2,14 ± 0,00 3,62 ± 0,40 2,95 ± 0,00 3,69 ± 0,21 

72. saat − 2,48 ± 0,47 1,80 ± 0,00 3,62 ± 0,40 2,95 ± 0,00 3,08 ± 0,40 

84. saat  1,33 ± 0,13 0,59 ±0,23 2,01 ± 0,27 2,07 ± 0,20 1,87 ± 0,00 

96. saat  − − 0,90 ± 0,00 1,33 ±  0,00 1,06 ± 0,00 

108. saat    − − − 
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ġekil 18: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ppm krom 

konsantrasyonunda ağırmetal ve metal varlığında Cr(VI) indirgemesi (B) 
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Tablo 14: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 50 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farklı ağırmetal ve metal varlığında hücre 

yoğunlukları (OD600) 

ZAMAN Cd
+2

+Cr(VI) Cd
+2 

Pb
+2

+Cr(VI) Pb
+2 

Ba
+2

+Cr(VI) Ba
+2 

Zn
+2

+Cr(VI) Zn
+2 

Ni
+2

+Cr(VI) Ni
+2 

KTRL 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12. saat 0,12 1,01 0,10 1,62 0,10 1,10 0,13 1,38 0,14 1,21 0,26 2,13 

24. saat 0,23 2,29 0,10 3,31 0,10 2,26 0,29 2,92 0,14 1,70 0,26 3,00 

36. saat 0,23 2,52 0,15 3,70 0,11 2,92 0,34 3,05 0,18 1,72 0,60 3,59 

48. saat 0,23 2,72 1,00 3,82 0,97 3,01 1,32 3,10 1,04 2,17 2,01 4,00 

60. saat 0,34 2,85 1,41 4,06 1,18 3,20 1,45 3,10 1,29 2,25 2,65 4,00 

72. saat 0,50 2,85 2,07 3,52 1,55 3,79 1,73 3,10 1,85 2,45 2,67 4,20 

84. saat 0,50 2,85 2,36 3,47 1,70 3,97 2,06 3,37 2,13 2,50   

96. saat 0,68 2,85 2,42 3,15 1,70 3,65 2,92 3,57 2,38 2,50   

108.saat 0,92 2,85 2,79 3,10 1,97 3,50 2,92 3,57 2,38 2,50   

120.saat 1,86 2,85 2,95 3,35 2,00 3,70 3,02 3,57 2,42 2,74   

132.saat 2,40 2,99     3,24 3,59 2,65 2,83   

144.saat 2,40 3,00     3,24 3,66 2,65 2,83   
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  Tablo 14‘in devamı 

ZAMAN Co
+2

+Cr(VI) Co
+2 

Al
+2

+Cr(VI) Al
+2 

Mn
+2

+Cr(VI) Mn
+2 

Fe
+2

+Cr(VI) Fe
+2 

Cu
+2

+Cr(VI) Cu
+2 

KTRL 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12. saat 0,15 1,10 0,08 1,52 0,20 1,48 0,22 1,45 0,36 3,09 0,26 2,13 

24. saat 0,22 1,96 0,10 2,88 0,26 3,14 0,48 3,43 1,22 4,00 0,26 3,00 

36. saat 0,34 1,96 0,11 3,50 1,00 3,52 1,94 3,90 1,26 4,13 0,60 3,59 

48. saat 1,64 2,51 1,01 3,50 1,69 3,99 2,65 3,35 2,60 4,18 2,01 4,00 

60. saat 2,08 2,70 1,24 4,13 2,45 4,64 3,09 3,51 3,29 4,22 2,65 4,00 

72. saat 2,69 2,88 2,44 3,36 3,16 4,83 3,34 3,07 3,58 4,25 2,67 4,20 

84. saat 2,69 3,07 2,44 2,91 3,16 4,83  2,83     

96. saat 3,14 3,19 2,63 3,28    2,52     

108.saat 3,14 3,20 2,82 2,55         

120.saat 3,14 3,30 3,02 2,70         

132.saat 3,16 3,43           

144.saat 3,66 3,47           
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Tablo 15: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 30 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farklı ağırmetal ve metal varlığında hücre 

yoğunlukları (OD600) 

ZAMAN Cd
+2

+Cr(VI) Cd
+2 

Pb
+2

+Cr(VI) Pb
+2 

Ba
+2

+Cr(VI) Ba
+2 

Zn
+2

+Cr(VI) Zn
+2 

Ni
+2

+Cr(VI) Ni
+2 

KTRL 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12. saat 0,12 1,01 0,21 1,62 0,15 1,10 0,19 1,38 0,14 1,21 0,26 2,13 

24.saat 0,12 2,29 0,91 3,31 0,15 2,26 0,54 2,92 0,14 1,70 0,85 3,00 

36. saat 0,12 2,52 1,62 3,70 1,03 2,92 1,22 3,05 0,24 1,72 1,52 3,59 

48. saat 0,19 2,72 1,95 3,82 1,82 3,01 1,56 3,10 1,32 2,17 2,12 4,00 

60. saat 0,54 2,85 2,10 4,06 1,96 3,20 1,95 3,10 1,47 2,25 2,25 4,00 

72. saat 1,35 2,85 2,35 3,52 2,25 3,79 2,35 3,10 1,72 2,45 2,38 4,20 

84. saat 2,05 2,85 2,60 3,47 2,55 3,97 2,65 3,37 1,95 2,50   

96. saat 2,47 2,85 2,97 3,15 2,70 3,65 3,40 3,57 2,52 2,50   

 

ZAMAN Co
+2

+Cr(VI) Co
+2 

Al
+2

+Cr(VI) Al
+2 

Mn
+2

+Cr(VI) Mn
+2 

Fe
+2

+Cr(VI) Fe
+2 

Cu
+2

+Cr(VI) Cu
+2 

KTRL 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12. saat 0,13 1,10 0,33 1,52 0,12 1,48 0,17 1,45 0,84 3,09 0,26 2,13 

24.saat 0,65 1,96 0,33 2,88 1,10 3,14 1,37 3,43 1,50 4,00 0,85 3,00 

36. saat 1,65 1,96 1,09 3,50 2,11 3,52 1,90 3,90 1,95 4,13 1,52 3,59 

48. saat 1,95 2,51 1,81 3,50 2,46 3,99 2,30 3,35 2,50 4,18 2,12 4,00 

60. saat 2,12 2,70 2,00 4,13 2,62 4,64 3,00 3,51 2,80 4,22 2,25 4,00 

72. saat 2,50 2,88 2,00 3,36 2,99 4,83 3,50 3,07 3,22 4,25 2,38 4,20 

84. saat  3,07  2,91  4,83  2,83     

96. saat  3,19  3,28    2,52     
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Tablo 16: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22  bakterisinin 15 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farklı ağırmetal ve metal varlığında hücre 

yoğunlukları (OD600) 

 

 

 

ZAMAN Co
+2

+Cr(VI) Co
+2 

Al
+2

+Cr(VI) Al
+2 

Mn
+2

+Cr(VI) Mn
+2 

Fe
+2

+Cr(VI) Fe
+2 

Cu
+2

+Cr(VI) Cu
+2 

KTRL 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12. saat 0,08 1,17 0,06 0,92 0,09 1,25 0,10 1,20 0,13 1,20 0,07 1,42 

24. saat 0,13 2,00 0,06 1,92 0,09 2,70 0,11 2,00 0,19 1,82 0,08 2,05 

36. saat 1,05 2,00 0,10 1,92 0,09 2,77 1,17 2,00 1,37 1,95 0,10 2,32 

48. saat 1,30 2,62 0,08 2,40 1,03 3,60 2,15 2,50 1,82 2,30 0,21 2,40 

60. saat 1,52 2,80 0,08 2,40 1,75 3,63 2,52 2,50 1,85 2,30 1,33 2,87 

72. saat 1,64 3,00 1,40 2,40 2,40 4,00 2,90 3,00 2,27 2,30 3,22 3,07 

84. saat 1,75 3,20 1,92 2,85 2,86 4,22 3,12 3,20 2,27 2,70 3,50 3,25 

96. saat 1,75 3,30 2,57 3,00 2,86 4,25 3,04 3,20 2,10 3,00 4,57 3,25 

108.saat 2,05 3,37 2,57 3,05 3,51 4,27 3,25 3,20 2,25 3,25 4,95 3,25 

 

 

ZAMAN Cd
+2

+Cr(VI) Cd
+2 

Pb
+2

+Cr(VI) Pb
+2 

Ba
+2

+Cr(VI) Ba
+2 

Zn
+2

+Cr(VI) Zn
+2 

Ni
+2

+Cr(VI) Ni
+2 

KTRL 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12. saat 0,08 1,40 0,10 1,07 0,08 1,22 0,07 1,35 0,09 1,15 0,07 1,42 

24. saat 0,08 1,47 0,10 1,45 0,08 1,47 0,07 1,48 0,09 1,25 0,08 2,05 

36. saat 0,15 1,90 0,18 2,01 0,16 2,04 0,09 2,20 0,11 1,75 0,10 2,32 

48. saat 0,15 1,92 0,18 2,01 0,16 2,04 0,09 2,27 0,11 2,00 0,21 2,40 

60. saat 0,15 2,80 0,18 2,50 0,16 2,04 0,09 3,05 0,11 2,30 1,33 2,87 

72. saat 0,15 2,80 0,18 2,40 0,16 2,04 0,12 3,05 0,19 2,50 3,22 3,07 

84. saat 0,15 2,72 0,18 2,41 0,16 2,45 0,12 3,20 0,20 2,50 3,50 3,25 

96. saat 0,25 2,72 0,18 2,41 0,27 2,45 0,24 3,39 0,25 2,55 4,57 3,25 

108.saat 0,25 2,85 0,18 2,50 0,30 2,60 0,24 3,18 0,25 2,80 4,95 3,25 
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Tablo 17: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 25 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda farklı ağırmetal ve metal varlığında hücre 

yoğunlukları (OD600) 

ZAMAN Co
+2

+Cr(VI) Co
+2 

Al
+2

+Cr(VI) Al
+2 

Mn
+2

+Cr(VI) Mn
+2 

Fe
+2

+Cr(VI) Fe
+2 

Cu
+2

+Cr(VI) Cu
+2 

KNTR 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12. saat 0,12 1,17 0,09 0,92 0,12 1,25 0,14 1,20 0,19 1,20 0,07 1,42 

24. saat 0,15 2,00 0,10 1,92 0,13 2,70 0,16 1,90 0,71 1,82 0,07 2,05 

36. saat 0,26 2,00 0,13 1,92 0,27 2,77 0,29 2,00 1,47 1,95 0,07 2,32 

48. saat 2,25 2,62 0,16 2,40 0,48 3,60 2,50 2,50 2,20 2,00 0,09 2,40 

60. saat 2,30 2,80 0,14 2,40 1,72 3,63 2,50 2,50 2,20 2,30 0,09 2,87 

72. saat 3,00 3,00 1,00 2,40 2,00 4,00 3,00 3,00 2,60 2,30 0,10 3,07 

84. saat 3,40 3,20 1,30 2,85 2,82 4,22 3,50 3,20 2,87 2,70 0,11 3,25 

96. saat 3,50 3,30 2,00 3,00 3,00 4,25 3,70 3,20 2,90 3,00 0,46 3,25 

108.saat 3,95 3,37 2,42 3,05 3,40 4,27 3,95 3,20 3,00 3,25 2,80 3,25 

 

ZAMAN Cd
+2

+Cr(VI) Cd
+2 

Pb
+2

+Cr(VI) Pb
+2 

Ba
+2

+Cr(VI) Ba
+2 

Zn
+2

+Cr(VI) Zn
+2 

Ni
+2

+Cr(VI) Ni
+2 

KNTR 
Cr(VI) 

KNTR 
TSB 

12.  saat 0,08 1,30 0,07 1,07 0,09 1,22 0,02 1,35 0,04 1,15 0,07 1,42 

24. saat 0,08 1,47 0,13 1,45 0,10 1,47 0,07 1,48 0,10 1,25 0,07 2,05 

36. saat 0,08 1,90 0,13 2,01 0,10 2,04 0,07 2,20 0,10 1,75 0,07 2,32 

48. saat 0,08 1,92 0,13 2,01 0,10 2,04 0,08 2,27 0,10 2,00 0,09 2,40 

60. saat 0,08 2,80 0,13 2,50 0,10 2,04 0,08 3,05 0,10 2,30 0,09 2,87 

72. saat 0,08 2,80 0,13 2,50 0,10 2,04 0,09 3,05 0,10 2,50 0,10 3,07 

84. saat 0,08 2,72 0,13 2,50 0,10 2,45 0,09 3,20 0,10 2,50 0,11 3,25 

96. saat 0,11 2,60 0,13 2,50 0,11 2,45 0,13 3,39 0,11 2,50 0,46 3,25 

108.saat  0,11 2,85 0,13 2,50 0,11 2,60 0,13 3,18 0,11 2,80 2,80 3,25 

120.saat 0,11 3,00 0,13 2,50 0,11 2,70 0,13 3,20 0,11 3,00 3,00 3,25 
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3.6. Biyosorbsiyon  

Biyosorpsiyon deneyine göre 50 ppm krom konsantrasyonunda Pseudomonas 

mendocina PASS3-P18 bakterisi ilk 12 saatte yaklaĢık olarak 3 ppm, 30 ppm krom 

konsantrasyonunda ise yalnızca 1 ppm  Cr(VI)‘u biyosorplamıĢtır. ÇalıĢmanın 

ilerleyen saatlerinde krom miktarında herhangi bir azalma olmadığı ve 

biyosorpsiyonun durduğu gözlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar aĢağıda ġekil 19‗da 

verilmiĢtir. 
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ġekil 19: Pseudomonas mendocina PASS3 -P18 bakterisinin 30 ve 50 ppm 

Cr(VI) konsantrasyonundaki biyosorbsiyonu 

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi ise biyosorbsiyon deneyine göre 

15 ve 25 ppm Cr(VI) konsantrasyonlarında ilk 12 saatte 0,5 ppm kadar az bir 

miktarda Cr(VI)‘yı biyosorblamıĢtır. ÇalıĢmanın ilerleyen saatlerinde krom 

miktarında herhangi bir azalma olmadığı ve biyosorpsiyonun durduğu gözlenmiĢtir. 

Elde edilen sonuçlar aĢağıda Ģekil 20‘de verilmiĢtir. 
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P22 Biyosorbsiyon 
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ġekil 20: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin 15 ve 25 

ppm Cr(VI) konsantrasyonundaki  biyosorbsiyon 

Bakteri yüzeyinde bulunan ekstrasellüler polimerik yapılar yani EPS molekülleri ile 

kromun etkileĢim içinde olduğu bilinmektedir. Yapılan bu deney sonunda bakteri 

hücre yüzeyinde tutulan krom miktarı oldukça az olduğu görülmektedir. Bu da 

bakterinin biyosorbsiyon yapmadığının, aksine bakterinin kromu indirgediğinin bir 

kanıtıdır.  
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3.7. Elektroforez 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ġekil 21: Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suĢunun periplazmik 

proteinlerinin SDS-PAGE profilleri. 1: Marker (SM-0661), 2: P22 (kromsuz), 3: P22, 

10 ppm Cr(VI), 4: P22, 15 ppm Cr(VI), 

P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinin SDS profili Ģekil 21‘de verilmiĢtir.P. 

mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde kromat redüktaz olabilecek tek bir protein 

bandı bulunmuĢtur. Bu protein bandının moleküler ağırlığı yaklaĢık 31 kDa olarak 

hesaplanmıĢtır (ġekil 21, A). 
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ġekil 22: Pseudomonas mendocina  PASS3-P18 suĢunun periplazmik proteinlerinin 

SDS-PAGE profilleri, 1: Marker (SM-0661), 2: P18 (kromsuz), 3: P18, 30 ppm 

Cr(VI), 4: P18, 50 ppm Cr(VI), 5: P18, 80 ppm Cr(VI), 6: P18, 110 ppm Cr(VI).  

 

P. mendocina PASS3-P18  baktrisinin SDS profili Ģekil 22‘de verilmiĢtir.P. 

mendocina PASS3-P18 de kromat redüktaz enzimi olabileceğini düĢündüğümüz  iki 

ayrı protein bandı gözlenmiĢtir. Bu protein bantlarından biri yaklaĢık olarak 29 kDa 

(ġekil24, B) büyüklüğünde iken diğer bandın moleküler büyüklüğü yaklaĢık olarak 

52 kDa‘dur(ġekil 24, C). 
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3.8. Scanning Elektron Mikroskop ile Görüntüleme 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ġekil 23: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin 110 ppm kromlu 

ortamdaki görütüsü 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ġekil 24: Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinin kromsuz ortamdaki 

görüntüsü 

Her iki ortamdaki hücreler dikkatle incelendiğinde kromlu ortamdaki hücrelerin daha 

uzun ve geniĢlemiĢ olduğu Ģekillerinde bir dejenerenin olduğu açıkça 

görülebilmektedir (Ģekil 23 ve 24). 
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4. TARTIġMA 

ÇalıĢmada Pamukkale Üniversitesi Mikrobiyoloji laboratuarı kültür stoklarından 

temin edilen 13 adet bakteri kullanılmıĢtır. Bakterilerin tür seviyesinde tespit ve 

tanımlanması günümüzde de yaygın bir genotipik yöntem olan 16 s rRNA analizi ile 

yapılmıĢtır. Bu yönteme göre 16s ribozomal RNA geninin 500 baz çiftten oluĢan bir 

bölümü veya hepsi PCR ile çoğaltarak DNA dizi analizi yapılır. Bu analiz sonunda 

13 adet bakterinin 3‘ü Enterobacter cancerogenus, 3‘ü Pseudomonas mendocina, 1‘i 

Exiuguobacterium aurantiacum, 2‘si Pseudomonas stutzeri, 2‘si Enterobacter 

cloacae ve 1 tanesinin de Streptomyces thermocarboxydus olduğu görülmüĢtür. Bu 

suĢların Cr(VI) indirgeme yetenekleri belirlenmiĢ ve farklı ağır metallerin krom 

indirgeme özelliklerine olan etkilerinin anlaĢılabilmesi için bazı kültürel parametreler 

optimize edilmiĢtir. Bu amaçla, krom indirgemeye pH‘nın etkisi, farklı krom 

konsantrasyonu ve ağır metallerin etkileri araĢtırılmıĢtır. 

4.1. Krom Ġndirgemeye pH’ın Etkisi 

Bakteriyal krom indirgemesinin pH, sıcaklık, hücre inokülasyon miktarı, krom 

konsantrasyonu ve karbon kaynakları gibi çok sayıda faktörle iliĢkili olduğu 

bilinmektedir. Özellikle kültür baĢlangıç pH‘sının krom indirgeme üzerinde önemi 

çok fazladır. Bir çok araĢtırmacı, sıklıkla krom indirgemede bakterilerin optimum pH 

değerlerini araĢtırmaktadırlar. Cheng ve Li (2009), Bacillus sp. MDS05 suĢunun 

kromu indirgeme optimum pH aralığının 7.0–9.0 olduğunu, maksimum krom 

indirgemenin pH=8‘de gerçekleĢtiğini bildirmektedirler. Aynı araĢtırmacılar 

bakterinin ekstrem pH değerlerinde (5.0, 6.0 ve 10.0) krom indirgeme oranının 

sınırlandığını da belirtmiĢlerdir. Camargo ve ark. (2003a) da kroma dirençli toprak 

bakterilerinde optimal pH‘nın 7–8 aralığında olduğunu rapor etmiĢlerdir. Bacillus sp. 

ve Pseudomonas fluorescens‘de optimum pH=7‘dir, ve bakterilerin krom 

indirgemeleri pH=6‘da inhibe olmaktadır (Wang ve Xiao, 1995). Bacillus sp. XW4 

ve bir gram pozitif izolatta optimum baĢlangıç pH‘sı ise 9‘dur (Liu ve ark. 2004; 

Shakoori ve ark., 2000). Bacillus coagulans bakterisinde ise optimum pH=7‘dir 
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(Philip ve ark. 1998). Bu optimal pH derecelerindeki değiĢiklik de, kromun 

detoksifikasyonunda maksimum Cr(VI) indirgemeye ulaĢılabilmesi için farklı 

kültürlerde optimum pH derecesinin belirlenerek, krom indirgeme için pH 

modifikasyonunun yapılmasının önemli olduğunu göstermektedir. 

Buna yönelik biz de çalıĢmamızın ilk aĢamasında izolatlarımızın en iyi krom 

indirgedikleri pH derecelerini belirledik. Bu amaçla Cr(VI) giderimi üzerine pH 

değiĢiminin etkisi pH 6, 7, 7.5, 8.5, 9 ve 9.5 aralığında hazırlanan besiyerleri 

kullanılarak araĢtırıldı. Besiyerlerinin pH‘ları tampon kullanılarak sabitlenmiĢtir. 

ÇalıĢma sonunda elde edilen sonuçlara göre, Pseudomonas mendocina PASS3-P18 

bakterisi 110 ppm Cr(VI)‘u pH=7‘de inkübasyonun 144. saatinde sıfırlamıĢtır. Diğer 

pH aralıklarında bakterinin kromu sıfırlama zamanının ortalama olarak 192. ve 240. 

saatler olduğu bulunmuĢtur. Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suĢu ise 25 

ppm Cr(VI)‘u pH=6‘da inkübasyonun 36. saatinde sıfırlamıĢtır. Diğer pH 

aralıklarında bakteri ortalama 48. ve 60. saatlerde Cr(VI)‘u sıfırlamıĢtır. ġekil 9 ve 

10‘da görüldüğü gibi maksimum giderim Pseudomonas mendocina PASS3 -P18 suĢu 

için pH=7 ve Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 için pH=6 olarak 

saptanmıĢtır. Bundan sonraki tüm çalıĢmalarımızda krom indirgeme deneyleri 

Pseudomonas mendocina PASS3 -P18 bakterisi için pH=7 ve Pseudomonas 

mendocina DS0601-FX-P22 için ise pH=6‘da gerçekleĢtirilmiĢtir.  

4.2. Ağır metal ve Metallerin Krom Ġndirgemeye Etkisi 

Tekstil, deri, boya, metal ve kâğıt endüstrilerinden kaynaklanan atık sular fazla 

miktarda ağır metal içermektedir. Bu tip atık suların arıtılmadan kontrolsüz bir 

Ģekilde çevreye boĢaltılmaları o çevredeki canlılara toksik ve mutajenik etki 

yapmaktadır. ÇeĢitli metaller bazı organizmalarda canlılığın devam ettirilmesi için 

çok az miktarlarda kullanılsalar da yüksek konsantrasyonları hücrede zararlı etkilere 

yol açmaktadır. Ag
+1

, Al
+1

, Au
+2

, Cd
+1

, Pb
+2 

ve Hg
+2 

gibi toksik metallerin ise 

biyolojik önemi bulunmamakla birlikte hücrede düĢük konsantrasyonda bile 

bulunmaları tehlikeli olmaktadır (Malik, 2004; Madigan ve ark., 2003; Mergeay ve 

ark., 2003; Nies, 2003; Bruins ve ark., 2000). Bu nedenle endüstriyel atık sulardan 

öncelikle ağır metallerin uzaklaĢtırılması gerekmektedir. Yapılan birçok çalıĢmada, 

ağır metallerin çeĢitli mikroorganizmalarla endüstriyel atıksulardan uzaklaĢtırıldığı 

gösterilmiĢtir. Mikroorganizmaların toksik, karsinojen ve mutajen olabilen ağır metal 
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iyonlarına tolerans gösterip bu kirleticileri ortamdan uzaklaĢtırabilmesi ağır metallere 

direnç geliĢtirmeleri ile gerçekleĢmektedir. 

Genelde ağır metal alınım kapasiteleri çalıĢılan türe bağlı olarak önemli farklılıklar 

göstermektedirler. Kennish‘in (1992) listesinde deniz flora ve faunası üzerine ağır 

metallerin göreceli toksisiteleri Ģöyle sıralanmıĢtır; 

Hg>Cd>Cu>Zn>Ni>Pb>Cr>Al>Co. Ağır metallerin biyolojik bulunurlulukları 

sedimentin katyon değiĢtirme kapasitesine, su ve sedimentin pH‘sına, redoks 

potansiyeline, suyun sıcaklığına, tuzluluğuna, organik içeriğine ve diğer ağır 

metallerin konsantrasyonuna bağlıdır (Ward, 1989; Wahbeh, 1984). 

Hekzavalent kromun bakterilerde rapor edilen görülebilir etkileri arasında, hücre 

uzaması, geniĢlemesi ve genellikle hücre büyüme inhibisyonuna yol açan inhibe 

olmuĢ hücre bölünmeleridir (Coleman ve Paran, 1983; Theodou ve ark., 1976). Ağır 

metaller toprak biyokütlesi üzerinde toksik etki gösterirler ve anahtar mikrobiyal 

süreci etkileyerek mikroorganizmaların sayılarını ve aktivitelerini azaltırlar (Obbard 

ve ark., 2001). Mikrobiyal populasyonun genellikle toprak ekolojisi üzerindeki insan 

kaynaklı etkilerin kolay ve duyarlı bir göstergesi olduğu ileri sürülmüĢtür. Cr(VI)‘nın 

toprakta mikrobiyal populasyonun bileĢiminde değiĢimlere sebep olduğu kesindir ve 

yüksek konsantrasyonları mikrobiyal hücre metabolizmasında zararlı etkilere neden 

olmaktadır. 

Kromun bakteriyal giderimi ile ilgili optimizasyon çalıĢmaları çoğunlukla pH, 

konsantrasyon, karbon kaynakları, elektron dönorleri ve sıcaklık gibi çevresel 

faktörlerin etkileri üzerinde yoğunlaĢmaktadır. Hiç kuĢkusuz ki toprak veya su gibi 

ekosistemler aynı zaman da çok farklı metal-ağır metaller ile kirletilmektedir. Bu 

ekosistemlerde hem mikroorganizmaların bu tür ağır metallerle olan iliĢkileri hem de 

ağır metallerin birbirleriyle olan etkileĢimleri mikrobiyal krom indirgemeyi 

etkilemektedir. Ağır metallerin krom indirgemeye olan etkileri ile ilgili yaptığımız 

literatür taraması konunun çok yoğun olarak çalıĢılmadığını göstermiĢtir. Konu ile 

ilgili çok az literatür bilgisi elde edilmiĢ ve bu yüksek lisans tez çalıĢması ile 

literatürde eksik olan bir kısım tamamlanmaya çalıĢılmıĢtır.      

Çoğunlukla Cu
+2

 metalinin krom indirgeme üzerine etkileri birçok araĢtırmacı 

tarafından merak edilen ve çalıĢılan bir konudur. Pal ve ark. (2005) 100 µM Cu
+2

 

varlığında Bacillus sphaericus AND303 suĢunda %70 ve E. coli bakterisinde %33 
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oranında Shen ve Wang (1994b), Ohtake ve ark. (1990) Enterobacter cloacae 

bakterisinde Cr(VI) redüktaz aktivitesinin azaldığını rapor etmiĢlerdir. Ġlk kez 

Camargo ve ark.(2003b) Bacillus sp. ES 29 suĢunun Cell Free ekstraktlarında 

Cu
+2

‘nin Cr (VI) indirgeme üzerinde teĢvik edici bir etkisinin olduğunu söylemiĢtir. 

Daha sonraki çalıĢmalarda bunu destekler nitelikte olmuĢ ve Desai ve ark. (2008) 

Pesudomonas sp. G1DM21 suĢunda bu metalin kromat redüktaz aktivitesi üzerinde 

%33 oranında teĢvik edici bir etkisinin olduğunu, Mclean ve Beveridge (2001) 

Pseudomonad CRB5 suĢunda teĢvik edici etkisi olduğunu rapor etmiĢtir. Diğer bir 

çalıĢmada yaklaĢık 1mM Cu
+2

‘nin mikroorganizmalar için toksik olabileceği 

düĢünülürken, 1mM Cu
+2

‗nin Cr(VI) indirgemesini arttırdığı rapor edilmiĢtir. Çünkü 

Cu
+2 

metalinin kromat redüktaz enzimini O
+2

‘den koruduğu bulunmuĢtur (Ettinger, 

1984). 

Bizim çalıĢmamızda Cu
+2 

metalinin Pseudomonas mendocina PASS3-P18 ve 

Pseudomonas mendocina DS0601-FX-P22 suĢlarının her ikisi içinde Cr(VI) 

indirgemesini teĢvik edici bir etkisinin olduğunu bulduk. P. mendocina PASS3-P18 

bakterisinde 30 ppm krom konsantrasyonunda kontrol grubu indirgemeyi 48 saatte 

tamamlarken Cu
+2

 varlığında bu süre 24 saat, 50 ppm krom konsatrasyonunda 

kontrol 72 saat iken metal varlığında 36 saat olarak bulunmuĢtur. P. mendocina 

DS0601-FX-P22 bakterisinde 25 ppm krom varlığında kontrol grubu 96 saatte 

indirgemeyi tamamlarken Cu 
+2 

varlığında 36 saatte, 15 ppm krom 

konsantrasyonunda kontrol 72 saatte tamamlarken Cu
+2 

varlığında 12 saatte 

indirgemeyi tamamlamıĢtır. Yaptığımız çalıĢmalar, yukarıda belirtilen çalıĢmaları 

doğrular niteliktedir. 

Genel olarak, Cu
+2 

metalinin kromat redüktaz aktivitesini nasıl stimüle ettiği henüz 

tam olarak açıklanamamıĢtır. Ancak Cu
+2 

metali bir geçiĢ metalidir ve çoğu redüktaz 

enziminin prostetik gurubunu oluĢturmaktadır. Cu
+2

‘nin temel fonksiyonu; ilgili 

transport sistemini korumaktır. Bazı durumlarda da, tek elektron redoks merkezi gibi 

hareket ederek protein alt üniteleri arasında elektron transferinde görev almaktadır 

(Abe ve ark., 2001) 

ÇalıĢmamızda her iki bakterimiz içinde Cr(VI) indirgemesini teĢvik edici diğer bir 

metal Fe
+2‘

dir. Literatürde krom indirgeme üzerine Fe
+2

‘ nin etkisi konulu herhangi 

bir çalıĢma bulunmamıĢtır. P. mendocina PASS3-P18 bakterisinin kromu sıfırlama 

zamanı 50 ppm krom konsantrasyonunda 72 saat olarak tespit edilmiĢtir. Bu süre 30 
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ppm de 48 saat olarak kaydedilmiĢtir. Besiyerine 52 ppm Fe
+2

 ilave edildiğinde 

bakterinin 50 ppm ve 30 ppm kromu sırasıyla 48 ve 36 saatte sıfırladığı tespit 

edilmiĢtir. Aynı durum P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi için de gözlenmiĢtir. 

Kontrol ile kıyaslandığında Fe
+2

 ilavesinin kromu indirgemeyi hızlandırdığı 

görülmüĢtür. Bakteri, 25 ppm krom varlığında 96 saatte indirgemeyi 

gerçekleĢtirirken Fe
+2

 ilavesinde bu süre 36 saate düĢmüĢtür. Krom konsantrasyonu 

15 ppm iken 72 saatte krom indirgemesi tamamlanırken bu süre Fe
+2

 ilavesi ile 24 

saat olarak tespit edilmiĢtir. Fe
+2‘

nin bakteriler için esansiyal bir metal olduğu ve 

bakterilerin bu metali geliĢim faktörü olarak kullandıkları bilinmektedir. Yaptığımız 

çalıĢmada bakterilerin Fe
+2

 varlığında diğer metallere kıyasla daha iyi geliĢtikleri 

gözlenmiĢtir (Bkz.Tablo 14,15,16 ve 17). Elde edilen sonuçlar, hücre yoğunluğu ile 

krom indirgeme arasında olumlu bir iliĢki olduğunu düĢündürmüĢtür.   

Sultan ve Hasnain (2007) Ochrobactrum intermedium bakterisi ile yapmıĢ olduğu 

çalıĢmada Co
+2 

ve Mn
+2

 varlığında Cr(VI) indirgemesinde artıĢın olduğunu rapor 

etmiĢtir. Bacillus sphaericus suĢu ile yapılan çalıĢmada Co
+2‘

ın, 20mg/ml‘nin altında 

ve 100mg/ml‘nin üstündeki konsantrasyonlarda krom indirgemesi üzerine inhibe 

edici bir etki gösterdiği bulunmuĢtur (Pal ve Paul, 2004). Pal ve ark.(2005) tarafından 

yapılan bir diğer çalıĢmada, Bacillus sphaericus AND303 suĢunda 100µM Co
+2 

varlığında Cr(VI) redüktaz aktivitesinin %7 oranında arttığı rapor edilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda kullanılan Co
+2 

ve Mn
+2

 metalleri P. mendocina PASS3-P18 

bakterisinde krom indirgemesi üzerinde inhibe edici bir etki tespit edilirken P. 

mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde bu ağır metallerin Cr(VI) indirgemesini 

arttırdığı gözlenmiĢtir. P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisininde 25 ppm krom 

konsantrasyonunda kontrol grubu krom indirgemeyi 96 saatte tamamlarken Co
+2 

varlığında bu süre 48, Mn
+2 

varlığında 60 saat olarak bulunmuĢtur. Aynı bakterinin 

15 ppm krom konsantrasyonunda 72 saatte kontrol grubunda krom indirgeme 

tamamlanırken Co
+2 

varlığında 24 saat, Mn
+2

varlığında 48 saattir. Yukarıda belirtilen 

araĢtırmacıların rapor ettikleri kobalt ve manganın teĢvik edici etkisi P. mendocina 

DS0601-FX-P22 bakterisinde de görülmüĢtür. Her iki metalin varlığında krom 

indirgemesinde artıĢın olması literatür bilgilerini destekler niteliktedir. Ancak P. 

mendocina DS0601-FX-P22‘nin aksine P. mendocina PASS3-P18 bakterisi kobalt ve 

mangan içeren besiyerinde geliĢtirildiğinde, bakterinin krom indirgemesinin azaldığı 

görülmüĢtür. Bu sonuç, suĢ farklılığından kaynaklanmaktadır. 
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Pal ve Paul‘un 2004 yılında 34 tane kroma dirençli bakteri üzerinde yapmıĢ oldukları 

krom indirgeme çalıĢmalarında Ni
+2

, Co
+2

, Cd
+2

 ve Pb
+2

 gibi metal iyonlarının 

varlğında Cr(VI) indirgemesinin önemli ölçüde azaldığı bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada 

Ni
+2

 ‗in 20 mg/L‘de çok toksik olduğu ve Co
+2‘

ın
 
ise yüksek konsantrasyonlarda 

Cr(VI) indirgemesini inhibe ettiği bulunmuĢtur (Pal ve Paul 2004). Acinetobacter 

haemolyticus bakterisi ile yapılan Cr(VI) indirgeme çalıĢmasında 30mg/L Zn
+2 

ve 

Cd
+2

 varlığında Cr(VI) indirgemesinin %90‗dan daha fazla oranda Pb
+2

‘da ise 

%82,54 oranında azaldığı bulunmuĢtur (Zakaria ve ark., 2007). 

Enterobacter cloacea‘da Zn
+2

, Ni
+2 

ve Ba
+2 

gibi divalent katyonların varlığında 

membrana bağlı kromat redüktaz aktivitesinde önemli bir etki bulunmamaktadır 

(Ohtake ve ark. 1990). Bununla birlikte Bacillus spharicus AND303 suĢunda Ni
+2

 
 

metali redüktaz aktivitesi üzerine güçlü bir inhibe etkiye sahiptir. Ochrobactrum sp. 

(Sultan ve Hasnain 2007), Ochrobactrum intermedium SDCr-5 (Sultan ve Hasnain 

2007), Bacillus sp. (Elangovan ve ark., 2006) ve E. coli ATCC 33456 (Bae ve ark., 

2005) suĢlarında Zn
+2 

metal varlığında Cr(VI) indirgemesi inhibe olmaktadır.  

Pb
+2 

ve Cd
+2 

metalleri Ochrobactrum intermedium SDCr-5 suĢunun krom indirgeme 

yeteneğini sırasıyla %14 ve %25 oranında inhibe etmektedir. Bu metallerin aksine 

Ni
+2

 varlığında indirgeme hızında bir artıĢ olmaktadır (Sultan ve Hasnain 2007). 

Buna ilaveten Bacillus sphaericus AND 303 suĢunda Cr(VI) redüktaz aktivitesi 100 

µM Ni
+2

 ve Cd
+2 

varlığında %70 oranında düĢerken (Pal ve ark., 2005) E. coli 

bakterisinde Zn
+2

 Cr(VI) indirgemesinin %16 oranında azaldığı bulunmuĢtur. Ancak 

metallerin düĢük konsantrasyonları için aynı sonucun geçerli olmadığı da rapor 

edilmiĢtir (Shen ve Wang, 1994). B. sphaericus suĢunda Cr(VI) indirgeme üzerine 

Ni
+2

, Cd
+2 

ve Pb
+2 

 metallerinin 20 mg/ml‘nin altında ve 100 mg/ml‘nin üstündeki 

konsantrasyonlarda inhibe edici etkisi bulunmamaktadır (Pal ve Paul 2004). 

Camargo ve ark. (2003b)‘ına göre Bacillus sp. ES 29 suĢunun kromat redüktaz enzim 

aktivitesi üzerine, Zn
+2

‘nin teĢvik edici veya inhibe edici herhangi bir etkisi yoktur.  

Bizim yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada P. mendocina PASS3-P18 bakterisi için 

bulunan sonuçlarda 30 ppm krom konsantrasyonunda Al
+2

, Pb
+2

, Ba
+2

, Mn
+2

, Ni
+2 

ve 

Zn
+2

 metallerinin varlığında Cr(VI) indirgemesinin kontrol grubuna göre %33 

oranında azaldığı bulunurken bu durum Cd
+2

 metalinin varlığında %50 olarak tespit 

edilmiĢtir. Aynı bakterinin 50 ppm konsantrasyonunda Ba
+2 

ve Ni
+2

 metalleri Cr(VI) 

indirgemesini %40, Pb
+2

 %33, Al
+2

 %25 oranında azaltmıĢtır. P. mendocina PASS3-
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P18 bakterisinin 50 ppm krom konsantrasyonunda Cd
+2

 ve Zn
+2

 metallerinin 

varlığında krom indirgemesinin belli bir süre devam ettiği ancak sonrasında Cr(VI) 

indirgemesinin durduğu tespit edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre 30 ppm krom 

konsantrasyonu varlığında metallerin krom indirgeme oranında güçlü inhibe edici 

etkileri Cd
+2

>Ni
+2

>Zn
+2

>Al
+2

>Pb
+2

>Mn
+2

>Ba
+2

>Co
+2

 Ģeklinde sıralanabilir. Cu
+2

 ve 

Fe
+2

 metallerinin ise teĢvik etkileri bulunmuĢtur. Konsantrasyon 50 ppm olduğunda 

ise bu sıralama Cd
+2

>Zn
+2

>Ba
+2

>Ni
+2

>Pb
+2

>Al
+2

>Mn
+2

>Co
+2

 Ģeklindedir (tablo 9 ve 

10). ÇalıĢma sırasında konsantrasyon artıĢına bağlı olarak Cd
+2

 ve Zn
+2

 metallerinin 

varlığında bakterinin krom indirgemesinin 132. saatten itibaren durduğu ve kromu 

sıfırlamadığı gözlenmiĢtir. Bu ortamlardaki hücre yoğunluğu (OD=600 nm) Cd
+2

 için 

2.40 ve Zn
+2

 için 3.24‘tür (tablo 15). Elde edilen sonuç krom konsantrasyonundaki 

artıĢa bağlı olarak enzim aktivitesinin metallerle tamamen inhibe olduğunu 

düĢündürmüĢtür.   

P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi 15 ppm krom konsantrasyonunda ve Al
+2

 

içeren besiyerinde geliĢtirildiğinde, bakterinin kontrol grubu ile aynı zamanda 

indirgemeyi tamamladığı tespit edilmiĢtir. Diğer bir değiĢle bu konsantrasyonda 

Al
+2

‘un herhangi bir etkisinin olmadığı gözlenmiĢtir. Buna benzer bir sonuç 

Camargo ve ark. (2003b) tarafından Bacillus sp. ES 29 suĢunda ve Zn
+2

 varlığında 

rapor edilmiĢtir. Konsantrasyon 25 ppm olduğunda ise Al
+2

‘un teĢvik edici etkisi 

olduğu dikkat çekmiĢtir. Bu konsantrasyonda bakterinin krom indirgeme hızı kontrol 

grubuna kıyasla %14 oranında arttığı görülmüĢtür. 15 ppm krom konsantrasyonunda 

P. mendocina DS0601-FX-P22 suĢunun kromu indirgeme oranı, Pb
+2

 ve Cd
+2

 

varlığında %25, Ba
+2

, Ni
+2 

ve Zn
+2 

varlığında ise %33 oranında düĢmüĢtür. 25 ppm 

krom konsantrasyonunda ise Al
+2

 metalinin krom indirgemeyi  %14 oranında 

arttırdığı bulunmuĢtur. Bu konsantrasyonda Pb
+2

,Cd
+2 

ve Zn
+2

 varlığında krom 

indirgeme %20 oranında azalırken, Ba
+2

ve Ni
+2 

varlığında krom indirgeme bir süre 

devam ettikten sonra sabitlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre 25 ppm krom 

konsantrasyonu varlığında metallerin krom indirgeme oranında güçlü inhibe edici 

etkileri Ni
+2

>Ba
+2

>Cd
+2

>Zn
+2

>Pb
+2

 Ģeklinde sıralanabilir. Cu
+2

, Fe
+2

, Mn
+2

, Al
+2

 ve 

Co
+2

 metalleri ise teĢvik edici etkiye sahiplerdir (Cu
+2

>Fe
+2

>Co
+2

>Mn
+2

>Al
+2

). P. 

mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde Cu
+2

 ve Fe
+2

 dıĢında Mn
+2

, Al
+2

 ve Co
+2

‘ın 

teĢvik etkisinin olması suĢ ve konsantrasyon farklılığından kaynaklandığı 

söylenebilir.   
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4.3. BaĢlangıç Krom Konsantrasyonunun Ġndirgemeye ve Hücre GeliĢimine 

Etkisi 

Thacker ve Madamwar (2005) 50-300 ppm arasında farklı krom 

konsantrasyonlarında Ochrobactrum sp. ile yapmıĢ oldukları çalıĢmada 300 ppm 

krom konsantrasyonunda indirgemenin en aza indiğini bularak bunun sebebini 

kromun toksik etkisinin hücre geliĢimini olumsuz etkilemesi olarak açıklamıĢlardır. 

Laxman ve More (2002) Streptomyces griseus bakterisinde krom konsantrasyonunun 

artması ile krom indirgeme oranının azaldığını rapor etmiĢtir. ÇalıĢmasının sonunda 

ise krom indirgeme oranının krom konsantrasyonu ile bağlantısının olmadığını, 

kültürün yaĢı ile krom indirgemenin arttığını söylemiĢtir. Ashwini ve ark. 2008 

yılında aynı bakteri ile yapmıĢ oldukları çalıĢmada düĢük krom konsantrasyonunda 

indirgemenin daha hızlı ve komplike olduğunu yüksek konsantrasyonlarda ise daha 

uzun inkübe sürelerine ihtiyaç duyulduğunu rapor etmiĢlerdir. Pal ve Paul (2004) 

kroma dirençli 34 tane bakteriden oluĢan bir grup üzerinde yapmıĢ oldukları 

çalıĢmada baĢlangıç krom konsantrasyonu ve hücre yoğunluğunun artması ile 

indirgemenin arttığını bulmuĢlardır. 

Büyüyen kültüre Cr(VI) eklenmesiyle hücre canlılığında bir azalıĢa rağmen, bazı 

Enterobacter cloacae (Wang ve ark., 1989b), E. coli (Shen ve Wang, 1994b), P. 

flourescens (Wang ve Xiano, 1995) ve Bacillus sp.( (Wang ve Xiano, 1995) 

kültürlerinde baĢlangıç Cr(VI) oranının artmasıyla Cr(VI) indirgeme oranı 

artmaktadır. Benzer sonuç E. coli kültürlerinde gözlenmiĢtir (Shen ve Wang, 1994b). 

P. mendocina PASS3- P18, baĢlangıç krom konsantrasyonu 30 ppm iken kromu 

indirgeme zamanı 48 saat 50 ppm de bu süre 72 saat olarak kaydedilmiĢtir. Krom 

miktarındaki artıĢa bağlı olarak indirgeme zamanı da artmıĢtır. Bakterinin kromlu ve 

kromsuz ortamdaki hücre geliĢimine bakıldığında (tablo 15, 16, Ģekil 8) 72. saatte 

kromsuz ortamda hücre yoğunluğu OD600=4.20 iken kromlu ortamda 

OD600=2.67‘dir. Burada krom konsantrasyonundaki artıĢa bağlı olarak indirgeme 

süresinin uzaması kromun hücreler üzerine toksik etkisinden kaynaklanmaktadır. 

Aynı sonuç P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisi için de geçerlidir. 

Konsantrasyon artıĢına bağlı olarak kromun indirgeme süresinde de bir artıĢ olmuĢtur 

(Tablo 16, 17, Ģekil 7). Bakterinin kromun toksik etkisi elimine edildikten sonra 

geliĢtiği gözlenmiĢtir. Bir diğer değiĢle krom sıfırlandıktan sonra bakteri geliĢmeye 

baĢlamıĢtır.  
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4.4. Krom Varlığında Kromat Redüktazın Ġndüklenmesi 

Park ve ark., 2000 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada Pseudomonas putida 

MK1‘den saflaĢtırdıkları kromat redüktazın moleküler ağırlığının yaklaĢık 20 kDa 

olduğunu belirlemiĢlerdir. P. ambigua‘dan saflaĢtırılan kromat redüktazın moleküler 

ağırlığı SDS-PAGE ile 25 kDa ve Native-PAGE ile 65 kDa civarında tespit 

edilmiĢtir (Suzuki ve ark., 1992). P. aeruginosa (Ganguli ve Tripathi, 2001) ve 

Ochrobactrum sp.(Thacker ve Madamwar, 2005)‘de bu protein yaklaĢık 30 kDa 

ağırlığındadır. 100µg/ml Cr(VI) varlığında geliĢtirilen Bacillus sp. JDM-2-1 ve S. 

capitis bakterilerinde 25 kDa moleküler ağırlığına sahip bir protein bandının 

indüklendiği ve bu proteinin kromat redüktaz olduğu rapor edilmiĢtir (Zahor ve 

Rehman, 2009). Thermus scoductus‘da yeni bir kromat redüktaz varlığından 

bahsedilmiĢtir. YaklaĢık 36 kDa büyüklüğüne sahip olan bu enzim bir 

oksidoredüktaz olup homodimerik yapıdadır. Ġlgili gen E. coli‘ ye aktarıldığında 

proteinin 38 kDa büyüklüğüne sahip olduğu rapor edilmiĢtir. 

Kromat redüktaz enzimi indükleme çalıĢmamızda bakteriler kromlu ve kromsuz 

ortamda geliĢtirilmiĢ ve elde edilen sonuçlar Ģekil 9 ve10‘da verilmiĢtir. ġekil 23‘de 

de görüldüğü gibi P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 31 kDa civarında bir 

protein bandı indüklenirken P. mendocina PASS3-P18 de (ġekil 22) iki ayrı protein 

bandı gözlenmiĢtir. Bu protein bantlarından biri yaklaĢık olarak 29 kDa 

büyüklüğünde iken diğer bandın moleküler büyüklüğü yaklaĢık olarak 52 kDa‘dur. 

Her iki bakteride de tespit edilen, 31 ve 29 kDa büyüklüğünde olan protein bandları 

konu ile ilgili yapılan diğer çalıĢmaları destekler niteliktedir. Ancak P. mendocina 

PASS3-P18 bakterisinde 52 kDa büyüklüğüne sahip ikinci bir proteinin varlığı bize 

mikrobiyal krom indirgemenin çok daha detaylı araĢtırılması gerektiğini 

göstermektedir. 

4.5. Scanning Elektron Mikroskop (SEM) Analizi 

SEM analizi (ġekil 23 ve 24) göstermiĢtir ki P. mendocina PASS3-P18 kromsuz 

ortamda geliĢtirildiğinde hücreler oldukça belirgin ve düzgün, hücre duvarı 

kesintisizdir. Ancak bakteri kroma maruz bırakıldığında hücre Ģeklinde bir bozulma 

ve aynı zaman da hücrelerde uzama gözlenmiĢtir. Hücre duvarında görülen 

parçalanmanın yanı sıra bakterinin EPS ürettiği ve topluluklar halinde olduğu dikkat 
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çekmiĢtir. Kromun toksik etkisinin TEM analizi sonunda hücre Ģekil kaybı Zakaria 

ve ark. (2007) tarafından da rapor edilmiĢtir. Ackerley ve ark. (2006) E. coli K-12 

suĢu ile yapmıĢ oldukları çalıĢmada krom stresinden hücrelerin nasıl etkilendiğini 

kapsamlı olarak araĢtırmıĢ ve SEM analizi ile meydana gelen değiĢiklikleri 

görüntülemiĢlerdir. Kromlu ortamdaki hücrelerin daha uzun formda olduklarını 

ancak zamanla kromlu ortamdaki hücrelerin morfolojilerinde kısmi toparlanma 

meydana geldiğini rapor etmiĢlerdir. ÇalıĢmanın devamında ise kromlu ortama, 

kroma adapte olmuĢ ve olmamıĢ hücreler ilave edilmiĢtir. SEM analizinde kroma 

adapte olan hücrelerin morfoloji ve geliĢimlerinin adapte olmayan hücrelere oranla 

çok daha az etkilendiği görülmüĢtür (Ackerley ve ark., 2006).      
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5. SONUÇ 

Bu tezin araĢtırma konusu olan ağır metal ve metallerin, kromun indirgemesi üzerine 

etkileri hakkında çok detaylı araĢtırmalar mevcut değildir. ÇalıĢmamız sonunda elde 

edilen verilere göre kullanılan ağır metallerden Cu
+2

 ve Fe
+2‘

nin her iki bakteri için 

krom indirgemeyi stimüle ettiği ortaya çıkmıĢtır. Ayrıca  Pseudomonas mendocina 

DS0601-FX-P22 bakterisi ile yapılan 25 ve 15 ppm krom konsantrasyonundaki 

deneylerde diğer Pseudomonas mendocina PASS3-P18 bakterisinden farklı olarak 

Co
+2

 ve Mn
+2

 ağır metallerinin krom indirgemesini stimüle ettiği bulunmuĢtur. 

Al
+2‘

un
 

 P. mendocina DS0601-FX-P22 bakterisinde 25 ppm krom 

konsantrasyonunda krom indirgeme üzerinde stimüle edici etkisi bulunurken 15 ppm 

krom konsantrasyonunda ise kontrol ile aynı sürede krom indirgemeyi tamamladığı 

görülmüĢtür. ÇalıĢmada kullanılan diğer ağır metallerin ise her iki bakteri için krom 

indirgeme üzerine olumsuz etkisi olduğu ortaya çıkmıĢtır. Bu durumu bu ağır 

metallerin bakteriler için esansiyal olmaması ve yapmıĢ olduğu toksik etkinin bir 

sonucu olarak açıklayabiliriz.  

ÇalıĢmamızda yapılan scanning elektron mikroskobu görüntülemesinde kromlu ve 

kromsuz ortamdaki hücreler karĢılaĢtırıldığında kromlu ortamdaki hücrelerin 

dejenere olmuĢ yapıları ortaya çıkmaktadır.  

P. mendocina PASS3-P18 bakteri için yapılan biyosorbsiyon deneylerinde bakterinin 

hücre yüzeyinde kromu tutmadığı görülmüĢtür. Bu sonuç çalıĢmamızda kullanılan 

bakterinin kromu gerçekten indirgediğine bir kanıttır.  

ÇalıĢmamızda yapılan SDS-PAGE analizi sonucunda P. mendocina DS0601-FX-P22 

bakterisinde 31 kDa civarında bir protein bandı indüklenirken P. mendocina PASS3-

P18 de iki ayrı protein bandı gözlenmiĢtir. Bu protein bantlarından biri yaklaĢık 

olarak 29 kDa büyüklüğünde iken diğer bandın moleküler büyüklüğü yaklaĢık olarak 

52 kDa‘dur. 
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