3. MIROORGANIZMALARIN TOPRAK VE YERALTI SUYUNDAKI

DAGILIMI

Mikroorganizmalar Ozellikle bakteriler yeraltt suyu ve topragin heryerinde
bulunabilirler. Mikroorganizmalar ylizeyden 500-600 metre derinlikte bile belirlenmistir
(Thomas ve Word, 1992). Her grup organizma tiirii pH, nem miktari, toprak striiktiirii ve besin
madde yarayishligi gibi ¢evresel faktorlerle degisebilirler. Sature olmamis toprakta
mikroorganizmalar agregatlarin yiizeyinde, porlarin iginde veya bitki koklerine tutunmus
durumda bulunurlar. Baz1 mikroorganizmalar yeralt1 suyunda yiizer halde bulunabilir fakat
bliylik miktar1 topraga tutunmus durumdadir. Mikroorganizmalar 6zellikle bakteriler besin
madde birikimi olan oligotrofik ¢evrelerde yiizeyde adsorbe olma yetenegindedirler. Toprak
yiizeyi ve Ozellikle topragin bir parcasi olarak tanimlanan ve bitki koklerinin direk etkisi altinda
olan rizosfer (Tate, 1995) genellikle mikroorganizma yogunlugu ve mikrobiyal aktivite
bakimindan en zengin olan kisimdir. Bitki kékleri mikroorganizmalara biiylimeleri i¢in ylizey
alan1 saglar, fakat daha da onemlisi kokler vitamin ve biiylime faktorleri gibi inorganik ve
organik besin maddeleri saglarlar.

Sonug olarak rizosfer yiizey topragina kiyasla daha yiiksek mikroorganizma sayisina,
metabolik tiir ¢esitliligine ve biiylime oranina sahiptir. Rizosfer etkisi; populasyon yogunlugu,
bliylime orant veya metabolik yeteneklilik gibi mikroorganizmalarin aktivite o6l¢iim
degerlerinin rizosfer ve yiizey topraginda kiyaslanmasidir. Rizosfer etkisi en az 1, en ¢ok 20
veya 100 degerine sahiptir. 1’den az deger rizosferde bazi engelleyici veya toksik etki
oldugunun belirtisidir.

Rizosfer Etkisi: R/S
R: aktivite/birim rizosfer toprak agirlig:

S:aktivite/birim yiizey toprak agirlig

Rizosferdeki mikrobiyal aktivite siddeti PAH ve klorlu ¢6ziiciiler gibi parcalanmaya
kars1 dayanikli (recalsitrant) maddelerin nispeten biyolojik parcalanmasinda kullanilirlar.
Rizosfer ile rizosfer dis1 bolge kiyaslandiginda, rizosferde parcalanma orani daha yiiksek iken,
alisma devresi daha kisadir. Buna karsin, kirleticilere uzun siire maruz kalmada her iki toprakta
mikrobiyal aktivite bakimindan dikkate deger farklilik belirlenmemistir. Rizosfer hala biyolojik
tyilestirme ¢aligmalari devam eden yeni bir aragtirma bolgesidir.

Organik besin maddelerinin ¢ok oldugu yiizey topraginda bakteriler dominanttir.
Bakteri sayisi, toprak kosullarina ve say1 tespitinde kullanilan yontemlere de bagl olarak 10 7

ile 10 10 cfu (colony forming unit) / gram kuru toprak arasindadir. Protozoa, alg ve mantar



sayilar1 bakterilerden daha azdir. Yiiksek protozoa sayisi genellikle yiliksek bakteri sayisi ile
iliskilidir. Alg sayis1 solar enerji azalmasina bagli olarak yiizeyden uzaklastik¢a azalir, ayrica
nispeten asidik ve kuru kosullarda biliylimeye meyillidirler. Yiizeyden derine dogru gidildikge
organik besin madde miktarlar1 azalir. Buna bagli olarak mikroorganizma sayilarida azalma
gosterir. Sinclair ve Ghiorse (1989) 200 metrenin altindaki derinlikte bile ¢ok sayida mantar,
protozoa ve alg bulundugunu belirtmislerdir. 10° ve 10 gibi ¢ok sayida bakteri toprak profili
boyunca bulunmaktadir. Farkli ylizeyalt1 tabakalarinda mikrobiyal populasyon yogunlugu, tiirii
ve aktiviteleri kil miktari, diisiik pH ve agir metal konsantrasyonu ile negatif, kum ve nem

icerigi ile de pozitif iligki gdstermektedir.

Bakteriler

Bakteriler toprakta, suda ve biyolojik iyilestirme sistemlerinde ¢ok fazla bulundugundan
bunlarin 6zelliklerine diger organizmalardan daha fazla 6nem verilmektedir. Bu béliimde
bakterilerin kimyasal olugumlart ile genel hiicre yapilar1 incelenecektir.

Bakteriler, bir¢cok kaynaktan enerji saglayan mikroorganizmalarin farkli bir grubunu igerirler.
Bazi bakteriler enerjilerinin birden fazla kaynak kullanilarak 6rnegin, 151k (fotoototrof ya da
fotosentetik) yaninda indirgenmis organik (heterotrof) ya da indirgenmis  inorganik
bilesiklerden (litotrof ya da kemoototrofik) saglayabilirler.

Halojenli bilesikler gibi baz1 organik bilesiklerin ayrigmasinda, bazi enerji
kombinasyonlarini kullanan ¢esitli litotrofik bakteriler 6nemli olabilir. Organik kirliligin
biyolojik ayrisimi igin esas sorumlu grup heterotrof bakterilerdir. Litotrofik ya da fotosentetik
bakteriler toksik metal ya da metalimsilerin doniisiimlerinde onemli olabilirler. Tiim canl
organizmalar en sonunda, enerji ve elementlerin dongiisii i¢in fotosentetik (ototrofik) ve
litotrofik bakterilerle bagimlidirlar.

Biitlin yasayan organizmalarda oksidasyon-rediiksiyon dongii giiciinii saglamak ve
enzim sistemlerinin azdan giiciinii yeniden olusturmak i¢in enerji tiretim ve solunum olaylarinin
karsilikli olarak yer almasi gereklidir. Bu bilesen, enerji iiretimi sirasinda oksitlenmis
bilesiklerden serbest birakilan elektronlarin ilavesiyle oksitlenmis bilesiklerin rediiksiyonunu
saglar. Elektron alicis1 organik ya da inorganik bir bilesik olabilir. Bir¢ok bakteri, mantarlarin
pek cogu ve tiim yiiksek organizmalar i¢cin son elektron alici, aerobik solunum olarak
tanimlanan islemde oksijendir. Aerobik solunumdaki son indirgenmis substrat sudur ve enerji
iiretiminden salinmis son oksitlenmis bilesik karbondioksittir. Pek ¢ok ara organik bilesikler,
gelisme icin gerekli materyallerin temini ve c¢abuk iireme i¢in oldugu kadar ilave enerji

saglanmasi icin de farkli karmagik metabolik yollarla oksitlenir veya indirgenirler.



Oksijenin yoklugunda, belli bakteriyel populasyonlar solunumda diger daha oksitlenmis
inorganik bilesikleri (anaerobik solunum) ya da yalnizca organik bilesikleri kullanirlar
(fermantasyon). Eger denitrifikasyon ya da nitrat rediiksiyonuna izin veriyorsa anaerobik sartlar
cogunlukla anoksik olarak adlandirilir. Denitrifikasyon, aerobik ya da anaerobik sartlarda
(fakiiltatif anaerob) gelisebilen bakteriler tarafindan tesvik edilir. Molekiiler oksijen
yoklugunda bu organizmalar solunum i¢in son elektron alict olarak nitratt kullanirlar.
Oksidasyon — rediiksiyon (redoks) potonsiyelleri topraklarda diistiigiinde, diger oksijenli
bilesikler bakterilerin belli gruplar1 tarafindan son elektron alicisi olarak kullanilirlar. Oksijenin
toksik etki yaptig1 bu bakteriler zorunlu anaeroblar (obligat anaeroblar) olarak adlandirilir.
Yaygin alternatif elektron alicilar ve birlesik bakteriyel gruplar, ferrik demir (demir
indirgeyiciler), stilfat (siilfat indirgeyiciler veya sulfidojenler) ve karbondioksit (metanojenler)
igerir.

Kirlenmis topraklarda tipik olarak derece derece degisen farkli mikrobiyal kominiteler

bulunmaktadir. Toprak yiizeyindeki kominiteler aerobik solunum ve fotosentez islemlerini
stirdiiriitken toprak profillerinin derinligindeki diger kominiteler oksidasyon-rediiksiyon
potansiyelinin olduk¢a olumsuz olmasina bagl olarak siralar olustururlar.
Bakterilerin her 6zel grup ya da sirasi yasamak i¢in diger 6zel grup ya da siraya az ¢ok
bagimhidir. Bir organizma ya da grup digerinden yararlaniyor ve digeri bundan etkilenmiyorsa
bu iliski kommensalizm veya her iki organizma ya da grup karsilikli olarak birbirlerinin
aktivitelerinden yararlaniyorlarsa Simbiyosis olarak tanimlanir. Ortak olarak, bakteriler
solunum i¢in toksik olmayan indirgenebilir bilesikleri bir elektron alic1 olarak kullanabilir,
belki de buna su da dahildir (Volgel ve Grbic-Galic, 1986).

Tim kirleticilerin tamamen aerobik sartlar altinda ve ¢ok hizli biyolojik ayrisima
ugradig: seklinde genel bir yanilgi vardir. Bu durum ¢ogunlukla dogru olsa da, anaerobik sartlar
bazi énemli ayristirici islemleri tesvik eder. Ornegin, yiiksek oranda klorlanmis organik
bilesiklerin indirgeyici klor giderimi esas olarak, anaerobik bakteriler tarafindan tesvik edilir
(Mikesell ve Boyd, 1986; Kuhn ve Suflita, 1989; Distefano ve ark., 1991; Chavudhry ve
Chapalamadugu, 1991).

Bazi bakteriler cok dayanikli i¢sel sporlar tiretir (6rnegin, Bacillus ve Clostridium spp.) veya
daha gelismis aktinomisetler pek ¢ok hava sporlari iiretirler. Bu sporlar elverissiz gelisme
sartlar1 altinda olusmaktadirlar ve yiizyillarca canli kaldiklar1 bilinmektedir. Bazi toprak

aktinomisetleri direncli ve yabanci organik bilesiklerin ayrismasinda 6nemlidirler.

Alternatif Oksijen Tasiyicilar Olarak Nitrat ve Siilfat



Topraklarda oksijen tiiketildigi zaman pek ¢ok aerobik bakteri solunum ig¢in nitrat1 bir oksijen
kaynag1 olarak kullanir (Keeney, 1972; Painter, 1970 ). Denitrifikasyon olarak tanimlanan bu
stire¢, yakitlarda bulunan pek c¢ok aromatik bilesenlerin ayristirilmasint desteklemek igin
kullanilmistir (Battermann,1986; Berry-Spark ve arkadaslar1;1986;Hutchins ve Wilson, 1991).
Denitrifikasyonu uyarmak igin yeterli nitratin yoklugunda belirli anaerobik bakterinin
solunumu i¢in siilfatt oksijen kaynagi olarak kullanabilir. Petrol iiriinlerinin anaerobik
caligmasinda siilfatin kullanilmasi i¢in arazi ¢alismalar1 yapilmistir (Reinhard ve arkadaslari,
1984 ). Arazi caligmalar1 ve kirlenen topraklardan alinan orneklerin laboratuar ¢aligmalari
stilfat1 indirgeyen bakterilerin monoaromatik hidrokarbonlarin biyolojik ayrismasinda etkili
olabilecegini gostermektedir (Edwards ve arkadaslar1,1991). Son bilgilerde uzun zincirli alkan
hidrokarbonlarin siilfat indirgeyen bakteriler tarafindan ayristirilabilecegi gosterilmektedir  (
ASM, News ,1990).

Biyolojik iyilesmeler i¢in getirilen molekiiller oksijen yerine siilfat ya da nitratin
kullanilmas1 potansiyel avantajdir. Bu anyonlarin ¢ogu oksijenden daha fazla ¢oziiniirdiir. Bu
nedenle kiitlesel aktarim saglanacak akiifere yeterli konsantrasyonda ilave edilebilir. Yiiksek
bir¢ok klorlanmis aromatik ve alifatik hidrokarbonlarda anaerobik kosullar altinda
aritilabilmektedir.

Cok sayida laboratuar ve biyoreaktdr calismalart klor ve halitlerle yiiksek diizeyde yer
degistirmis organik bilesiklerin anaerobik ayrismasinin olasi oldugunu gostermektedir. Fakat
yerinde yapilan bu islemler hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Yeralti suyunda halojenlenmis alifatik
bilesiklerin indirgenerek taginmalar1t Bouwer ve arkadaslar tarafindan denenmistir.

Semprini ve arkadaglar1 1991°de Kaliforniya’da kiigiik bir alvea kontrollii bir caligma yontemini
bu ¢alismada dogal bakteriler kullanarak karbon tetra klortir, 1,1,1 tri klor etan, ferro 113, ferro
11 bilesiklerinin diisiik diizeylerini anaerob kosullar altinda ayristigini belirtmislerdir. Bu
reaksiyonlarda son elektron alic1 olarak molekiiller oksijenin yoklugunda nitrat ve siilfat
ortamda yeteri kadar bulunmakta ve ayrica asetatta birincil karbon kaynagi olarak gorev
yapmaktadir.

Cok daha yogun subsitive (baskas1 yerine gecen) olmus karbon tetra kloriiriin denitrifikasyon
kosullar1 altinda ayristig1 gézlenmistir. Ancak, biitiin kirleticiler i¢in yiiksek diizeyde ayrisma
oranlar1 yiizey altinda nitrat tiiketildikten sonra anaerobik solunum igin siilfatin tek primer
elektron alici oldugu ortamlarda yiiksek ayrisma oranlari saptanmistir. Denitrifikasyon
bakterilerinin karbon tetra kloriir, 1,1,1 tri klor etan ve diger klorlanmis hidro karbonlarin
ayrismasinda diisiik yetenekte oldugu ; bu maddelerin ayrismasi siilfati indirgeyen bakteri

gelistirici 6nlemi laboratuar ve kolon ¢alismalariyla gosterilmistir.



Hiicrelerin Kimyasal Olusumlari

Esherichia Coli gibi 6zel kosullar altinda yetisen tiirler disinda ¢ogu bakterinin yapist aynidir.
Karbonun hiicre yapiminda temel element oldugu hatirlanirsa Bratback (1985) basit bakteri
hiicresinin C igeriginin 1x10-13 gram olarak belirlemistir. Bakteri hiicresinin hacmi toplam
agirligin %90°1 oraninda su igermektedir. Proteinler temel makromolekiiller ile bakteri
hiicrelerini olusturur. Yasayan biitiin hiicreleri olusturan temel elementler; karbon, azot,
hidrojen, fosfor ve kiikiirttiir. Ozel enzim katalizér reaksiyonlarinda elektron tastyici olarak
(kofaktdr) gorev yaptiklarindan 6tiirii ¢inko, bakir, kalsiyum, kobalt, potasyum, mangan ve
demir gibi metaller yasam i¢in gereklidir. Bu iz elementlere ¢ok diisiik miktarlarda gerek
duyulmasina ragmen bunlar genellikle toprakta ve suda fazla miktarda bulunmaktadir. Tablo
2.3’de tipik bakteri hiicre olusumlari verilmistir.

Tablo 2.3. Kuru agirlik {izerinden bakteri hiicresinin elementel olusumlar1 *Yasayan hiicrelerin

%90’1 sudan olusmustur.

Element Kuru agirhik | Genel fizyolojik fonksiyon
cinsinden %

Karbon 50 Organik hiicre materyal unsuru

Oksijen 20 Hiicresel su ve organik hiicre materyal unsuru

Azot 14 Protein, nukleik asit, koenzim unsuru

Hidrojen 8 Hiicresel su ve organik hiicre materyal unsuru

Fosfor 3 Nukleik asit, fosfolipid, koenzim unsuru

Kiikiirt 1 Protein ve koenzim unsuru

Potasyum 1 Hiicre islemlerinde temel katyon

Sodyum 1 Hiicre islemlerinde temel katyon

Kalsiyum 0.5 Hiicre islemlerinde temel katyon, enzim
kofaktorii

Magnezyum | 0.5 Hiicre islemlerinde temel katyon ve ATP
reaksiyonlarinda kofaktor

Klor 0.5 Hiicre islemlerinde temel anyon

Demir 0.2 Diger protein, enzim ve stokrom unsuru

Iz Element | 0.3 Ozel enzimlerin inorganik unsurlari

Mikrobiyal hiicrelerin kimyasal unsurlarinin elementel oranlar1 veya ampirik hiicre formiilleri

hiicre dokularinin oksijen ihtiyaci ile biiyiime i¢in gerekli besin element miktarinin tahmininde



kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan ampirik hiicre formiiliic CsH7;NO2 (Porges et al.,
1953). fosfor elementini disarida birakmaktadir. Ampirik hiicre formiilii 6zel ¢evre kosullar
altinda biiylimeyi temsil eder, ayn1 zamanda da asagidaki 6rnekte de gosterildigi gibi genellikle

ilave iliskilerinde kullanilmaktadir.

Ornek:

Teorik olarak bakteri hiicresinin oksijen ihtiyacinin hesaplanmasi:

Asagida verilen ampirik hiicre formiillerini kullanarak 1 gram mikrobiyal hiicrenin teorik
oksijen ihtiyacin1 (THOD) bulunuz?

Coziim:

1. CsH7NO2’nin oksidasyon denklemini yazimz?

CsH7NO2 + %02 — 5CO2 + NH3 +2H20

2.1 gram CsH7NO2’nin THOD miktarini belirleyiniz?

Ampirik molekiiler agirlik: 113

1 9:0.00885 mol

Bir ampirik hiicre molekiilii i¢in 5 mol Oz gerekmektedir.

(0.00885 mol hiicre) (5 mol O2/mol hiicre)(32 g O2/mol 02): 1.42 g.

3. C42H100N11013P oksidasyon denklemini yazimz?

2 C42H100N11013P + 1070,: 84 CO; + 22 NH3 + 64H,0 + 6H+ + 2P043
Ampirik molekiiler agirlik: 997

1 g: 0.00100 mol

Bir ampirik hiicre molekiilii i¢in 53.5 mol O2 gerekmektedir.

(0.01 mol hiicre)(53.5 mol Oz2/mol hiicre)(32 g O2/mol O2): 1.71 g.

Yorum:
2 farkli ampirik formiil uygulandiginda ayni hiicre i¢in tahmin edilen oksijen ihtiyagclar
arasindaki biiylik farka dikkat ediniz. Yaygin olarak kullanilan ampirik formiil CsH7NOz’dir .

Buna ragmen bu formiiliin gegerliligi ¢ok iyi tespit edilememistir.

Hiicre Yapisi



Bakteri hiicresinin fiziksel yapisi sekil olarak (kiiresel, ¢cubuk, spiral) ve kimyasal yapisini,
boyutunu ve biiyiime seklini (tek hiicre, koloni, ipliksi) iceren oOzelliklerine gore
siiflandirilirlar. Sekil ve biiyiiklik biiyiime sathalariyla degisir. Cubuk bakteri olarak
siiflandirilanlar bazi biiyiime kosullar1 altinda kiiresel olarak belirebilirler ve hiicre biiyiikligi
biliylime agsamasiyla birlikte degisir. Flamentli gibi normalde bir grup altinda bulunan bakteriler
de baz1 ¢evre kosullar altinda tek hiicre olarak biiyiiyebilir. Tespit etmede kullanilan pekg¢ok
metot bakteriyal metabolizmaya, antibiyotiklere karsi dayanikliliga ve hiicre duvarlariin
morfolojisinden ¢ok kimyasal karakteristiklerine baglidir. Hiicrenin striiktiirel pargalarinin
dogasi biyolojik uygulamalarla ¢ok fazla ilgilidir. Kirleticilerin uzaklastirilmasiyla yakindan
iligkili olan ve Tablo 4.2.” de verilen en 6nemli unsurlar1 genetik unsurlar, stoplazmik (hiicre)

membran, hiicre duvari ve alg veya bakteri tabakasi olarak siralayabiliriz.

Nukleoid ve Plazma:

Bakteriyal hiicrenin genetik unsuru basit DNA nuklear strand (daha kompleks olan dkaryotik
hiicreler ¢ift strand igerir) hiicrenin ortasinda yer alir, nispeten daha kii¢iik olan ve plazma
olarak adlandirilan ¢evre stoplazmada yer almaktadir. Nuclear strand 1.000 um uzunlugunda
ve 10 ° molekiiler agirhigma sahiptir. Bakteri hiicresi 2 pm uzunlugunda veya capinda
oldugundan ve nukleer bolge hiicrenin kiiciik parcasi oldugundan nuklear strand sikica sarilmis
olmalidir. DNA’nin nuclear strand1 hiicrenin yasamasi i¢in gereklidir. Nuklear DNA’s1z enzim
iiretimi i¢in gerekli olan bilgilerle biiylime i¢in gerekli olan diger yapilar olusamaz. DNA’nin
zarar gormesi gerekli aktivite kaybina ve 6liime yol acar. Plazma hiicre unsurlari i¢in genellikle
gerekli olmamakla birlikte, verilen ¢evrede az yada ¢ok rekabet edebilme kabiliyeti saglar.
Bunlar 6zel antibiyotiklere kars1 dayaniklilik, toksin iiretimi, olagan dis1 unsur ve iyonlarin

metabolizma yetenegi ve bakteriyofaj saldirilara kars1 dayaniklilik.

Bakteriyal Bilyiime

Biiylime basit olarak mikroorganizma sayisinin birim zamanda artis1 olarak tanimlanmaktadir.
Bakteriler enine esit boliinme ile es karakterli iki hiicreye ayrilarak iirerler. Tek bir hiicrenin
boliinerek es hiicreler olusturmasi koloni olarak bilinir. Belirli tiirler kendilerine ait koloni sekli
olustururlar ve bu tiirler i¢in ayirict bir karakteristiktir. Bir kolonide bulunan bakteri hiicreleri
substrat i¢in rekabet halindedirler.

Cogu bakteri aym hiicreden iki ayr1 hiicrenin ikili béliinmesiyle cogalirlar. Ornegin ¢ubuk
seklindeki bakteriler ata hiicre kendi dl¢iilerinde biiyiir ve orjinal boyutunun iki katinda uzar ve

iki hiicreye ayrilir ve septum olarak adlandirilir. Tek hiicreden iki hiicrenin olugsmasi i¢in gecen



zaman generasyon zamani olarak adlandirilir. Generasyon zamani boyunca iki hiicreye ihtiyag
oldugundan bu siire ¢ifte zaman olarak da adlandiriliri. Generayon zamani tiire ve biiylime

kosullarina baglidir. Generasyon zamani bir ka¢ dakika ile birkag saat olabilir. (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. Optimal sicaklikta baz1 bakterilere ait maksimum kaydedilen biiylime oranlar1

Organizma Sicaklik (C) Cogalma zamani (saat)
Vibrio natrigens 37 0,16

Bacillus 60 0,14

stearothermophilus

Esherichia coli 40 0,38

Bacilus subtilis 40 0,43

Pseudomonas putida 30 0,75*

Vibrio marinus 15 1,35

Rhodobacter 30 2,20

sphaeroides

Mycobacterium 37 6
tuberculosis

Nitrobacter agilis 27 20*

Kaynak: Stainer ve ark., 1986.
* Sentetik ortamda biiyiliyenler



BAKTERI POPULASYONU BUYUME DONGUSU

Cogalma
birkac dakika ile
bir kac saat

m

DURAGAN
12-36 h

l"‘ll

; -4
Geri Faz Aklimasyon
10-20 h
Zaman
Geri faz1 (Lag phase):

Geri fazi1 biiyiimeye baslamadan Once bakterinin yeni cevreye alisma zamanini igeren
devredir.Geri fazi siiresince biiylime orani neredeyse sifirdir. Duragan faz siiresinde hiicrenin
steril ortamda asilanmasi (inokiilasyonu) veya farkli besin maddesi iceren ortamda asilanmasi
lag faz icinde 10 ve 20 saat zaman alabilir. Bu fazda gegen zaman siiresinde bakteri yeni besin
maddelerinin metabolizmasi igin gerekli olan enzimleri sentezlemektedir. Bu siklikla 6zel
kirleticilerin parcalama yetenegindeki kiiltiirii isole etmeye ¢alisma durumudur.Ozel
kirleticilerin parcalanmasi igin gerekli olan ve bilesiklerin metabolizmasiyla baslayan zamana
acclimation (yeni bir iklime aligma) periyodu denilir. Bu periyot hedef alinan kimyasalin
biyolojik pargalanabilirligine, karbon kaynagina ve mevcut parcalanmis kiiltliire bagl olarak

yiizlerce giin siirebilmektedir. Baz1 durumlarda kimyasalla uzun siire maruz kaldiktan sonra



mikrobiyal enzimler neden olabilir. Yerli populasyonla genetik mutasyon veya degisim enzim
sistemi ile birlikte pargalama kiiltiiriiniin gelismesi i¢in gerekli olabilir. Acelimation periyodu
kelimesi kullanildiginda 6zel bilesiklerin biyolojik pargalanmasinin kastedildigi ve par¢alama

kiiltirlerinin kastedilmedigine dikkat ediniz.

Mikrobiyal uyum ve gelisme
Tiim besinler fazla miktarda bulunuyorsa ve gelisme parametreleri optimal diizeyde oldugunda
mikroorganizmalarin ¢ogu iist diizeyde gelisme gosterirler. Bununla birlikte bundan once

3

gelismenin bir “ geri kalma evresi” olmaktadir, bu arada hiicreler yeni ¢evreye uyum
saglamaktadir. Geri kalma evresinin uzunlugu i¢in nedenler her zaman agik degildir.

Uyum kelimesi genelde biyolojik ayrismadan once bir zaman araligit mevcut oldugunda
kullanilir (Wiggins ve Alexander, 1988). Uyum periyodu ayristirtlacak madde ile farklilik
gosterir; genelde anaerobik sistemler aerobik sistemlere gore ¢ok daha uzun zaman araligi
gerektirir (Suflita ve ark. , 1982). Enzim sentezleri gogunlukla substrat veya benzer molekiil
mevcut olmadan tesvik edilmez, bu durum uyum periyodu sirasinda da meydana gelebilir.
Substrat veya gelisme sartlarina 6nceden adapte edilen hiicreler genelde ¢ok kisa bir geri kalma
evresi ve uyum donemine maruz kalirlar. Yiiksek kimyasal konsantrasyonlar biyolojik
ayrismadan Onceki siirede artis gosterir (Rossin ve ark., 1982). Uyum ayrica diger engelleyici
(inhibitor) bilesenleri uzaklastirmak icin gerekli zamani temsil eder ya da onlarin etkilerine
kars1 enzim sistemlerini gelistirme siiresini de belirtebilir (Atlas ve Bartha, 1972; Wiggins ve
ark., 1987).

Biosurfaktanlarin tiretimi ic¢in gerekli periyot az ¢oziilebilir materyallerin ayristirilmasi igin
onemli olabilir ve baslangigta besin kaynaklari rekabetinin ortadan kaldirilmasi topraklarda
onemli olabilir. Gelismedeki ani azalma genelde besin tiilkenmesi veya toksik metabolik {iriin
iretimi sonucu tist diizey biiylimeyi takip eder (Hoeppe, 1989). Tabii ki geri kalma ve uyum
doneminin nedenlerinde oldugu gibi en yiiksek gelismenin azalmasi karmasiktir ve mikrobiyal
populasyonlar arasinda farklilik gosterir. Yerinde uygulamalarin ¢ogunda uyum donemi
gozlenmemistir (6rnegin Dupont ve ark. 1991 ve Miller ve ark. 1991°e bkz) Belki de bu ,
aritimdan Once kirlige adapte edilmis olan yeril mikroorganizmalarin uyarilmas: sonucu

olabilir.

Mantarlar
Mikroorganizmalarin bir diger farkli grubunu kapsayan mantarlar, organik kirleticilerin

biyolojik ayristirilmasinda aktif rol oynarlar. Bu dkaryotlarin hepsi heterotroftur, fotosentetik



icsel organelleri yoktur (genelde alglerle simbiyotik iliskileri bilinirse de) ve cogunlugu
aerobiktir ve yasam devrelerinin en azindan bir bolimiinde filamentli bir yapiya sahiptirler.
Mayalar da mantarlar igerisinde yer alir, genelde bagimsiz hiicreler halinde bulunurlar ve
eseysiz boliinme yoluyla ¢ogalirlar.

Pek ¢ogu diisiik oksijen konsantrasyonu gerektirirse de, mayalar genellikle fakiiltatif anaeroblar
ve fermentetik organizmalar olarak nitelendirilir (Visser ve ark., 1990). Baz1 toprak mayalari
biyolojik ayrisimi tegvik eder. Bazi mantarlardaki benzersiz enzimler ve ayrigtirma yollari
(bakterilerde nadiren bulunur), yabanci bilesiklerin par¢alanmasi i¢in mantarlara faydali bir
potansiyel kazandirir. Basidiomycetes ve deuteromycetes gibi daha gelismis mantarlar direngli
bilesiklerin ayrisabilmesinde yegane enzim sistemlerine sahip gibi goériinmektedirler. Bazi
mantarlarin siirekli salgiladiklart hiicre dis1 (ekstraseliiler) enzimler, bu organizmalara pek ¢ok
bakteri tarafindan kolayca etki edilemeyen biiyiik organik molekiillerin ayristirilmasi imkaninm
Verir.

Bazi kosullarla birlikte dogru olmak kaydiyla, bakterilerin gelismedigi asidik sartlar altinda
mantarlarin en iyi islev gosterdiklerine inanilmaktadir. Baz1 mantarlar, 6zellikle kiifler, ¢ok
elverigsiz sartlarda bile iireme ve yasama yetenegi gelistirmislerdir (Kirk ve ark., 1978). Tersine
olarak, stilfat oksitleyen thiobacilli gibi baz1 bakteriler, mantarlarin pek ¢ogunu engelleyen fazla
asit cevreleri tercih etmektedir. Mantarlarin yiiksek cesitliligi nedeniyle, farkl: tipleri gelisme
icin farkli optimal kosullar1 uygun goriirler. Cok elverissiz sartlar altinda, mantarlarin pek cogu
cok sayida olduk¢a dayanikli eseysiz sporlar iiretirler ve bunlar uzun siire canli kalabilir.
Kompost olusum sicakligi 45 °C’ nin iizerine ¢iktiginda mantarlarin pek ¢ogunun gelisimi

engellenmektedir.

Fotosentetik mikroorganizmalar

Yiizey topraklari genellikle, fotosentetik prokoryotlarin (fotosentetik bakteriler ve mavi-yesil
algler) ve okaryotik alglerin genis populasyonlarinin varligin1 destekler. Isik, topragin iginde
birka¢ santimetreden 6teye ulasmaz, boylece onlarin biyolojik iyilestirimdeki rollerini kisitlar.
Bununla birlikte, 6zellikle 15181n yoklugunda fotosentetik prokaryatlarin pek ¢cogu beslenme
icin organik substratlari kullanir ve boylece bazi organik kirleticiler ayrisir.

Gergek (6karyotik) alglerin cogunlugu, organik bilesikleri besin kaynagi olarak kullanmadiklart
icin biyolojik iyiletirmede ¢cogunlukla ikincil bir rol oynarlar. Tiim fotosentetik organizmalar
alternatif besin kaynaklari tiretirler ve bu besin kaynaklart da yarayish besin kaynaklarinin
kullanan mikroorganizmalarin sayisini artirir. Bu organizmalarinin varligi, kolay ayrisabilir

kirleticilerin ayrigmasini hizlandirir, fakat daha direngli kirleticilerin parcalanmasina engel



olabilir. Baz1 direngli bilesiklerin ylizey topraklar1 ve suda alglerin varligi yoluyla kismi
fotolitik ayrigmasi (6n ayrisma) da olasidir. Algler, besinlerin toprak profillerinin derinliklerine
ulagmasini ve dengelenmesini kontrol ederler, boylece yeralt1 sularina agir1 besin akigi dnlenmis

olur.

Mikrofauna

Toprak mikrofaunasin da yer alan protozoalar, solucanlar ve bdocekler organiklerin
ayristirilmasinda esas olarak dolayli bir rol oynarlar. Bu organizmalar topragin biyolojik olarak
karigmas1 (bioturbasyon) olaylar1 yoluyla toprak c¢evresini degistirebilirler. Bu ¢esitli
organizmalarin aktiviteleri yiizey topraginin havalanmasina, karistirma yoluyla kirletici
konsantrasyonlarinin seyrelmesine ve diger g¢evresel degiskenlerin farklilagmasina etken
olabilir.

Yakin ¢evrelerindeki mikroorganizmalarin bazi populasyonlarini tesvik etmelerinden bagka,
mikrofaunanin pek ¢ogu predasyonla diger mikroorganizma populasyonlarint kontrol edebilir
(Wiggins ve ark., 1987). Kirpikli (ciliate) protozoalar 6nemli mikrobiyal predatorlerdir, fakat
diger mikrofauna {yeleri mikrobiyal beslenme i¢in de Onemlidir. Hizli iireyen
mikroorganizmalarin bu sekildeki kontrolii bircok biyolojik ayrisma olayinda etkisi olan ve
yavas gelisen mikroorganizmalarin etken olmasinda yardimeci1 bir faktordiir. Ancak
protozoalarin asir1 beslenme egilimi 6zellikle iyilestirici fonksiyonlar: olan organizmalar1 da
kapstyorsa kirleticilerin ayrigsma oranlarini azaltabilir. Lagim atiklarindaki organik bilesiklerin
ayrigsmasi i¢in gerekli olan adaptasyon periyodundan ¢ogunlukla protozoalarin beslenme olay1
sorumludur. Lagimdaki protozoa sayilari cycloheximide ve nystatin gibi protozoa segici
antibiotikler ile kolayca kontrol edilebilir (Wiggins ve Alexander, 1986), fakat bu kontrol
topraklarda daha zordur. Ayrica, kirlenmis sulara ilave edilen okaryotik engelleyiciler, bazi
bakterilerin gelismelerinin engellenmesi yoluyla biyolojik ayrisim oranlarii baski altina alir

(Zaidi ve ark. 1989).

Topraktaki Mikroorganizmalarin Say1 ve Aktiviteleri

Dogrudan ve dolayh sayim yontemleri

Topraktaki mikroorganizmalarin esas sayisi, 6zel bir kat1 gelisme ortaminda gelisen bakteriyel
kolonilerin sayilar1 gibi, ¢ogunlukla dolayli bilgilere dayanir ve burada her koloni [ koloni
meydana getiren birim (CFU)] tek bir hiicreyi temsil etme anlaminda kullanilir. Ne yazik ki,
tiim mikroorganizmalar1 ve hatta bakterilerin hepsini destekleyen tek bir gelisme ortami1 yoktur.

Direncli organiklerin biyolojik ayrismasinda énemli olan bakterilerin pek ¢cogu oldukca segici



ve cogunlukla yapay gelisme ortaminda hizli gelismeyen organizmalardir. Ayrica gelisme
ortami, yalnizca izole edilen aerobik heterotrofik populasyonlar1 toplam bakteriyel sayim i¢in
kullanmaktadir ve anaerobik mikroorganizmalarin sayilar1 nadiren degerlendirilir. Anaerobik
cevrelerden veya 6nemli derinliklerde topraklardan 6rnekleme yapildiginda bu yetersizlik daha
onemlidir.

Petrolle kirlenmis topraklarda hidrokarbon ayristiricilarinin mikrobiyal sayisinin toplam
heterotrof sayisini agmasi, bu problemin bir gostergesidir (6rnegin, Hinchee ve Arthur, 1991).
[k calismalar, toprak derinliginin artmasi ile mikroplarin aktivite ve sayilarinda siddetli azalma
oldugunu gostermektedir ve yeryiiziiniin birka¢ metre altinda aktivite bulunmamaktadir veya
cok azdir (Markovetz, 1971). Ancak plak sayim metodlar1 yerine dogrudan hiicre sayimi ile
uygulanan son metodlar derin, doygun ve doygun olmayan alt toprak katmanlarinda ¢ok sayida
aktif mikroorganizma oldugunu gostermektedir (Wilson ve ark., 1983;Balkwill ve Ghiorse,
1985; Ghiorse ve Balkwill, 1985; Bone ve Balkwill, 1988). Hatta 300 m derinlige kadar aseptik
sonda ornekleri yaygin ve ¢esitli mikrobiyal populasyonlar1 géstermistir (Fredrickson ve ark.,
1991a). Yiizeyalti mikroorganizmalarinin ¢ogu diisiik organik maddeli c¢evrelerde
varolduklarindan organiklerce zengin ortamlarda ¢ok iyi gelismeyebilirler (Wilson ve ark,
1986a). Bu nedenle toprakalt1 i¢in yapilacak sayimlarda ¢ok seyreltik gelisme ortami veya
“toprak ekstrakt1” plak sayimlar1 i¢cin uygun olmaktadir (Giniorse ve Balkwill 1985).
Floresans yapan florokrom boyalarinin dogrudan mikroksopik sayimlarda kullanilmasi, alt
toprak katlarindaki mikrobiyal sayilarin saptanmasinda olduk¢a uygundur. En yaygin
metodlardan bir tanesi toprak seyreltmelerine, yeraltisuyuna akridinoranj boyast ilavesi yoluyla
(topragin sodyum pirofosfatla islem gérmesinden sonra) yapilan sayimlardir (Ghiorse ve
Balkwill, 1983). Bu boya, mikroorganizmalarin genetik materyaliyle birlestigi i¢in canli ve
cansiz organizmalar birbirinden ayrilabilmektedir. Diger bir florokrom boya ise DAPI (4', 6'-
diamidino-2 — phenylindole ) olup bu boya organik madde ile hemen bir kompleks olusturmayip
sadece canli hiicrelerle bir 1s1ldam verme egilimindedir (Porter ve Feig, 1980).

Metabolik aktif ve aktif olmayan hiicreleri ayirmaya yonelen bir teknikte, aktif solunum
enzimlerine duyrli olan boya gruplari kullanmaktir. Ornegin, akridinoranj INT tetrazolium
boyas1 bu amagla kullanilmaktadir (Zimmerman ve ark, 1978). Ornegin dehidrogenaz enzimi
suda ¢ozilinlir INT’yi hiicre i¢indeki graniilerde ¢6ziinmez formazan gruplarina ¢evirmektedir.
Akridinoranjin mavi rengine kontrast olarak kirmizi floresans meydana gelmektedir.
Zimmerman ve arkadaglarinin (1978) metodu gelitirilmis ve yeraltisuyu drneklemeleri i¢in en

iyisi olan bu yontem King ve Parker(1988) tarafindan 6zetlenmistir.



Mikrobiyal biyokiitlenin dolayh ol¢iimleri

Toprak mikrorganizmalarmin hiicresel bilesenleri i¢in mikrobiyal biyokiitle tayinleri de
kullanilmaktadir. Fosfolipidler yalnizca hiicre membraninda bulunan maddelerdir (White ve
ark., 1979) ve dogrudan sayim islemlerinde kullanilabilirler (Balkwill ve ark., 1988).
Mikrobiyal biyokiitle i¢in diger bir test yontemi ise, Adenozin 5' -trifosfat (ATP) Olctileridir
(Webster ve ark., 1985).

Bozulmamis Toprak Orneklerindeki Mikrobiyal Sayilar ve Aktiviteleri

Organizmalarin canli olan ve olmayan hiicrelerini ayirmak 6nemli oldugu kadar metabolik
olarak aktif olanlar1 da belirlemek onemlidir. Metabolik aktif organizmalar kolay ayrisabilir
besin kaynaklarinin yiiksek konsantrasyonlarini tercih edenler ve etmeyenler olarak
gruplandirilabilir. Simojen (Zymogenous) toprak mikroorganizmalart besin maddelerinin
varligina hizli reaksiyon gosteren organizmalardir ve buna bagl olarakta hizli bir gelisme
gosterirler ve list toprak profilinde yaygin bir sekilde bulunurlar. Buna karsilik yavas gelisen
mikroorganizmalar, diisiik besin konsantrasyonlarinda gelisirler ve derin toprak profillerinde
daha biliyik bir oneme sahiptirler. Yavas gelisen bu mikroorganizmalara oligotrofik
organizmalar denmektedir. Bunlar, besin kaynaklarinca yoksun ¢evrelerde bulunan tipik
organizmalardir. Bu tiir mikroorganizmalar belirli bir taksonomik grup olusturmamaktadirlar.
Bu oligotrofik nitelikli mikroorganizmalarin ¢ogu yetersiz besin kaynaklar1 varliginda bile uzun
yillar canli kalabilirler (Lewis ve Gattie, 1991). Oligotroflar 6zel kirleticilerin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarint metabolize etmektedirler ve giinde 1 mg/L’den daha kiiciik karbon
varliginda bile dayaniklidirlar. Ciinkii oligotroflar topraklarin derinliklerinde bulunun baskin
gruplardir. Bu organizmalar yerinde biyolojik iyilestirim islemlerinin tesvik edilmesinde ve ¢ok
disiik konsantrasyonlardaki kirleticilerin  yeraltt suyundan uzaklastirilmasinda ¢ok
onemlidirler. Birgok oligotrof yiisek besin konsantrasyonlarina maruz kaldiginda, normal
metabolizmasina geri doner (Poindexter, 1981).

Son ¢alismalar mikroorganizmalarin, 6zellikle bakterilerin ylizey katmanlarindan topragin ¢ok
derinlerine ve ana kayaya kadar biiylik rakamlarda yasamlarini siirdiirdiiklerini
gostermektedirler (Beloin ve ark., 1988; Bone ve Balkuwill, 1988; Chapelle ve Lovley, 1990;
Hirsch ve Rades-Rohkohl, 1988; Fredirickson ve ark., 1991a, b). Bone ve Balkwill (1988)
tarafindan Ozetlendigi gibi s1§ akiifer sedimentleri genelde bir graminda 1 milyondan fazla
aerobik bakteriyel hiicre icerir. Dogrudan ve canli hiicre sayim metodlar1 aerobik bakterileri
ortaya ¢ikarmaya uyarlandigindan ylizeyalt1 kil tabakalarinda en diisiik sayilarin bulunmasi
sasirtict degildir. Killer {izerindeki sorpsiyondan dolayr hiicre izolasyon problemleri de

bulunabilir (Beloin ve ark., 1988). Kaba taneli sedimentler, 6zellikle akiifer bolgesinde yiiksek



bakteriyel sayilar gosterme egilimindedir (Beloin ve ark, 1988), fakat akiifer i¢erisinde de
cesitlilik diisiik olmamaktadir (Bone ve Balkwill, 1988). Oklahoma’da eski bir akiiferdeki
yiizeyalt1 topraklar1 bir graminda 10° ile 107 arasinda bakteriyel hiicre igermektedir. Bu deger
bir gramida 10° hiicre igeren yiizey topraklarindan daha diisiiktiir (Bone ve Balkwill, 1988).
Kuzey Almanya’da bir bolgedeki toplam sayimlar karsilastirildiginda canli sayis1 6ncekine
gore daha diisiik olmak iizere (10%°ya kars1)10° ile10* arasinda aerobik hiicre bulunmustur.
Yeni agilan kuyularda sediment karisikligindan dolay1 sayimlar yiiksek ¢iktigindan mikrobiyal
orneklemeden once ayni hizada yeni bir kuyu acilmasina ihti

yag vardir. Gliney Carolina’da 80 milyon yasindaki bir katmanda, 400 m derinligindeki sondaj
deliginden yapilan 6rneklemelerin mikrobiyolojik degerlendirmeleri, buna benzer ¢evrelerde
bliylik mikrobiyal ¢esitliligin varligin1 gostermektedir. Bu degerlendirmelerde, bakterilerin 21
farkli fizyolojik grubu izole edilmistir (Fredrickson ve ark., 1991a). Yerinde “ in situ” metabolik
oranlar toplam anaerobik profil derinliginde diisiik olmasina ragmen (Chapelle ve Lovley,
1990), bu populasyonlar organik asitlerin ¢esitli gruplarini oldugu kadar tek ya da ¢ift halkal
oromatik bilesiklerin de bir ¢esidini ayristirmaya yeteneklidirler (Fredrickson ve ark., 1991a,

b).

Kirlenmis topraklarin mikrobiyal say1 ve aktiviteleri

Topraklardaki kirleticiler mikroorganizmalarin ¢esitliligi ve sayilari iizerine olumlu ya da
olumsuz bir etkide bulunabilir. Topraga petrol ve benzer kirleticili yaglh ¢amur ve giibre
uygulamasi, bakteriyel kolonilerde (CFU’lar) 6nemli bir artis ile sonuglanmistir fakat dogrudan
sayimdaki rakamla karsilastirilabilir bir artis degildir (Johnston ve Robinson, 1982). Bu ¢eliski,
bircok bakterinin toprakta hareketsiz durumda bulundugu ve uygun besin kaynaklari yoluyla
uyarildigi seklinde agiklanmaktadir. Jet yakitiyla kirlenmis topraklardaki bakteriyel sayilar,
yakindaki kirlenmemis topraklardakinden 100 ile 1000 kat daha fazladir (Ehrlioh ve ark., 1985).
Bununla birlikte 6zellikle kirletici, dogal materyallerle yakindan iliskili olmadiginda ya da suda
coziintirliigi yiiksek oldugunda siddetli toksisite bir problem yaratabilir. Bir cok ¢alisma, sulu
ortamda yapilan laboratuar testlerinde yiiksek organizmalarda oldugu gibi mikroorganizmalar
izerinde Ozel kirleticilerin siddetli toksisitesinin belirlendigini gostermektedir (Blum ve
Speece, 1991; Donnelly ve ark, 1991; King, 1984; Walker, 1988).

Radioetiketleme ve respirometrik (solunuma dayanan) laboratuar yontemleri kullanilarak
topraklarda bazi bilesikler i¢cin degisim oranlar1 hesaplanmistir (Sims ve Overcash, 1983) ancak

topraklarda Kirleticilerin siddetli ya da kronik toksisitesi iizerine bilgiler yetersizdir.



Toprak organik maddesi ve killer {izerinde sorpsiyon yoluyla kirleticilerin toksik etkilerinde
onemli azalma olabilir. Birgok hidrofobik kirleticinin yiiksek konsantrasyonlar1 topraklarda
biyolojik ayrisim oranlarini engeller gibi goriinmektedir. Ciinkii mikroorganizmalar organik
bilesiklerle etkilesim yeteneginde degildirler (Miller ve Bartha, 1989) ya da
mikroorganizmalara yarayish kirleticinin yiizey alani kii¢iiktiir (Fogel ve ark. 1985; Nakahora
ve ark., 1977). Uzerinde durulan bir ger¢ek de, hidrofobik bilesiklerle agir sekilde kirlenen
topraklara suyun kolayca sizmamasi ve mikroorganizmalarin ¢ogunlukla kirletici ile su ara
yiizeyinde kolay iiremesidir (Efroymson ve Alexander, 1991).

Topraklardaki ¢Oziiniirliigii diisiik hidrokarbonlu kirleticilerin pek ¢ogunun yiiksek
konsantrasyonlart1 ~ biyolojik  ayristm  oranlarmi  diisiirmekte  ancak  ayristirici
mikroorganizmalarin metabolik aktivite ya da sayilarini etkilememektedir (Watts ve ark.,
1989). Bununla birlikte, su fazinda ¢oziilebilir konsantrasyonlar1 yiikksek oldugunda ya da g¢ok
diisiik konsantrasyonlarda hidrofobik bilesiklerin hiicresel fonksiyonlara etkisi i¢in ayni durum
kabul edilemez. Bir ayrigma iiriinii ana bilesikten daha toksik veya daha ¢oziiniir ise gizli akut
toksisite olusabilir (Aluarez-Cohen ve McCarty, 1991). Mikroorganizmalara akut toksik
potansiyele sahip bir bilesik olan pentaklorofenol, topraga asetat veya glikoz gibi ilave besin
kaynaklari eklendiginde mikroorganizma sayilari lizerine daha az etkilidir. Bununla birlikte,
alternatif karbon kaynaklar fazla ilave edildiginde hizli gelisen bakteriler stimule edilirken,
kirleticinin ayrismasindan esas sorumlu olan yavag gelisen bakterilerin sayilari azalmaktadir.
Cevresel sartlar bu tiirlii degisirken kirletici bilesiklerin biyolojik ayrisimi eszamanli olarak
engellenebilir. Oligotrafik mikroorganizmalarin en yaygin bulundugu yiizeyalt: topraklar1 ve
akiiferlerde ayrisma oranlari lizerine en biiyiik engelleyici etki, besin kaynagi ilavesi
olabilmektedir.

Komminite yapisinin tayinine yonelik yontemler

Mikrobiyal komiinite yapisi, belirli kiiltiir sartlar1 ile birlikte spesifik antibiotikler ve lireme
ortam1 kullanilarak tayin edilebilir. Ornegin, bakteriyel kiiltiirlerde mantar {iremesini &nlemek
amaci ile ortama fungizan ilave edilir, mantar olusumu ve mayalari izole etmek amaci ile
streptomisin ve tetrasiklin ilave edilir (Walker ve Colwell, 1976).

Bakteriyel hiicre ¢eperi bilesenleri — muramik asit ve glukozamin- esit mol miktarlarinda
fosfolipid denemesi ile ekstrakte edilir (Findlay ve ark., 1983). Ciinkii muramik asit sadece
bakteriyel hiicrelerde bulundugundan ve glukozamin hem bakterilerde hem de
mikrodkaryotlarda mevcut oldugundan, iki kimyasalin orami prokaryotun mikrookaryota
oraninin kaba bir tespitini verir (Balkwill ve ark., 1988). Cevresel 6rneklerde bakterini spesifik

yogunluk azaliminin sayiminda genelde secici zenginlestirme teknikleri kullanilir (Join ve



Sayler, 1987). Bu teknikte, mineral tuzlar igeren ve tek bir organik besin kaynaginin ilave
edildigi kati agar plaklart kullanilmaktadir. Bu besi ortaminda ilave bir karbon kaynagi
olmaksizin mevcut karbon kaynagi kullanilmasi yoluyla mikroorganizmalarin geligsmesi
beklenir. Agarin disinda sivi ortamlar da kullanilabilir ancak mikrobiyal koloniler teker teker
izole edilmelidirler.

Mikrobiyal kolonilerin gelistikleri besi ortamindan karbon kaynaginca sinirlandirilmis ortama
aktarilmasinda 6zel teknikler kullanilir. Sayet bu aktarma sirasinda ¢ok sayida hiicre transfer
edilecek olursa yanlis degerlendirme yapilabilecek koloniler olusabilir. Cilinkii bu hiicreler
alternatif bir karbon kaynagi olarak kullanilirlar. Bunun yanisira yakitlar gibi karmasik organik
karisimlar kullanildiginda mikrobiyal gelisme spesifik bilesenlerin birkagina veya sadece birine
bagl olabilir. Ayrica tek bir karbon kaynaginda yapilan {ireme sadece kismi ayrigmadan
kaynaklanabilir. Bu nedenle bu teknik, zenginlestirilmis organiklerin toplam biyolojik
ayrisimimi saptamak icin kullanilamaz. Spesifik alanlarda etiketli '*C, iceren substrat
kullanildiginda tam mineralizasyon *CO; &l¢iimii ile yapilabilinir. Etiketleme teknigi sadece
mineralizasyon oraninin dlglimii i¢in gelistirilmemistir, aynt zamanda “ kiitle dengesi”
saglayabilecek metabolitler ve hiicre biyokiitlesinin (biomass) i¢cindeki hedef organik bilesen
alimu tespitine de yoneliktir (Dobbins ve Pfaender, 1988).

Farkli mikroorganizmalarin veya genetik olarak yonetilen bakterinin tespitine yonelik ii¢
degisik ¢ok duyarli ve cok spesifik teknikler kullanilmaktadir: Immunofloresansmikroskopisi
(Schieman, 1981), DNA deney teknikleri ile niikleik asit melezlemesi (Holben ve ark, 1988),
ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) DNA amplifikasyon yontemi (Saiki ve ark, 1988).
Immunofloresans teknigi rutin bir bicimde membran filtrelerinde yerlesen &zel
mikroorganizmalarin tespitinde kullamlir. Izole edilen mikroorganizmalar fluorsecein
renklendirmesine tabi tutulur, bunlar sadece spesifik hiicre yiizeyinde antijen olusturucu olarak
baglanan spesifik antikorlara (monoclonal veya polyclona) tutunmuslardir (Galfre ve Milstein,
1981). Bu mikroorganizmalar gosterdikleri floresans 6zelliginden dolay1 ayrilabilirler. Etiketli
DNA kullanilan DNA 6rnekleri ile toprak mikro-ortaminda (Holben ve ark., 1988), taban
suyunda (Join ve ark., 1987) ve PCB ile kirlenen toprak g¢evrelerinde (Walia ve ark., 1990)
belirli ayrisim yogunluklarinin tespitinde kullanilir. Bu teknikler topraklar ve diger matrislerde
de iyi bir bigimde kullanilsa da biyolojik ayrisim deneyleri ile DNA 6rneklerinin kombine

edilmesi onerilir (Walra ve ark., 1990).



