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Artan kentsel niifus ve ekonomik faaliyetlere bagli olarak diizensiz depolama
alanlarinin sayist ve depolama kapasiteleri artmaya devam ettikce, belediye
¢opliiklerinden sizint1 suyu iiretimi daha da artmaktadir. Belediye ¢op sizint1 sulari
farkl1 bilesenleri arasinda bulunan ¢oziinmiis organik maddeler, agir metal ile
baglanma potansiyeline sahip ve biyolojik olarak parcalanmadiklari i¢in diisiik
seviyede bile biyolojik sistem i¢in toksik 6zellikleri ile tilkelerdeki tatl su kiitlelerinin
kirlenmesine ve kullaniminin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica, sizint1 suyunun
biiyiik bir boliimiinii olusturan agir metaller biyobirikimli ve toksik oldugu kadar
endokrin bozucu ve kanserojendir. Fakat, gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda, yanlis
yonetilen acik depolama sahalari, kontrollii ve miihendislik iiriinii depolama

alanlarinin igletme maliyetlerine bagli olarak daha yaygin uygulanmaktadir.



Bioremediasyon siiregleri ise, c¢evre kirliligini iyilestirmek veya nihai iirlinlere
doniistiirmek i¢in tehlikeli maddeleri zararsiz veya daha az zararli maddelere ayirmak
i¢in mikroorganizmalar1 kullanan uzun vadeli aritma siirecleridir. Bu siireg, kirleticiyi
parcalayan mikroplarin kirleticiyle yakin temas halinde ve dogru yerde olmasini
gerektirir. Bu nedenle, ¢evresel sartlara bagli olarak bu ¢alismada Karabiik ili ¢evre
sartlarina ve kirliligin oldugu boélgelere uyum saglamis agir metal tolerans: yiiksek
olan li¢ mikro organizma izole edilmistir. Cop si1zint1 suyunun yer alt1 sularina sizarken
agir metal giderim verimini incelemek bakteri agilanmis ve asilanmamis olacak sekilde
farkl1 biyolojik kum filtreleri yapilmistir. Hi¢ bakteri asilanmayan kum filtresinde Cd
%11, Ni % 46, Pb %83, Cr %14, Co %20, Cu %60 ve B %38, Enterobacter hormaechei
, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium sacrum asilanmis biyolojik kum filtresinde
Cd (%78, %67 ve %78), Ni (%64, %57 ve %56), Pb (%99, %75, %76 ), Cr (%41, %46
ve %19), Co (%45, %60 ve %40), Cu (,%80, %80, %60), B( %58, %25, %23)
oranlarinda baglangictaki ¢op sizint1 suyunun igerik konsantrasyonlarina agir metal
giderimi  verimi  saglanmistir.  Ayni1  bakteriler labratuvarda 10 ppm
konsantrasyonlarinda Cd, Ni ve Pb iceren sivi besiyerlerinde 24, 48, 72, 96 saatlik
inkiibasyon sartlarinda agir metal giderim verimleri incelenmistir. Ni
konsantrasyonunda Enterobacter hormaechei (%1, %15.9, %42.4 ve %45.8), Priestia
aryabhattai (%0.1, %14.1, %25.3 ve %60.3), Cd konsantrasyonunda Enterobacter
hormaechei (%4.5, %7.6, %17.6 ve %18.3), Priestia aryabhattai bakterisinde (%0.1,
%0.2, %2.5 ve %3.6), Pb konsantrasyonunda Enterobacter hormaechei (%10.9,
%21.6, %27.7 ve %42.9), Priestia aryabhattai (%3.8, %3.8, %7.5 ve %10.9)
oranlarinda azalma saglanmistir. Ayni bakterilerin 10 ppm konsantrasyonlarda Ni, Cd
ve Pb ile kirletilmis toprak kiiltiirlerinde 7, 14, 21 ve 28 giinliikk zaman araliklarinda
agir metal absorbsiyon verimleri incelenmis, Ni konsantrasyonunda Enterobacter
hormaechei (%0.6, %0.6, %1.9 ve %9.5), Priestia aryabhattai (%0.1, %14.1, %25.3
ve %60.3), Cd konsantrasyonunda Enterobacter hormaechei (%0.1, %0.1, %0.2 ve
%4.15), Priestia aryabhattai bakterisinde (%0.1, %0.3, %0.4 ve %0.7), Pb
konsantrasyonunda Enterobacter hormaechei (%0.1, %0.2, %0.5 ve %0.9), Priestia
aryabhattai (%0.3, %0.7, %0.8 ve %].1) oranlarinda absorpsiyon saglanmuistir.
Calisma sonuglaria gore 6zellikle sizint1 sularinin oldugu alanlarda yapilacak dogal
biyolojik filtre sistemlerinde bu bakterilerin kullanimi ile ¢6p sizint1 sularinin agir

metal konsantrasyonlarinin azaltilmasinda etkili olabileceginin yani sira literatiirlerde



tarimda bitki biiylimesinin diizenleyici etkilerinin yaninda bitkilere agir metal ile
kirlenmis tarimsal alanlarda bitkilere topraktan agir metal alimina etkisine de katki

sunulacagi diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler : Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai, agir metal,

sizint1 suyu, kirlilik, su aritma, atik su

Bilim Kodu 190315
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As the number of domestic landfills and their storage capacities continue to increase
due to the increasing urban population and economic activities, leachate production
from municipal landfills is increasing. Bioremediation processes are long-term
treatment processes that use microorganisms to break down hazardous substances into
harmless or less harmful substances to improve environmental pollution or convert
them into final products. This process requires the microbes that break down the
contaminant to be in close contact with the contaminant and in the right place.
Therefore, in this study, depending on environmental conditions, three micro-
organisms with high tolerance to heavy metals that have adapted to environmental
conditions and polluted regions of Karabuk province were isolated. To examine the
heavy metal removal efficiency of garbage leachate infiltrating groundwater, different

biological sand filters were made in such a way that bacteria were inoculated and

vii



uninoculated. Cd 11%, Ni 46%, Pb 83%, Cr 14%, Co 20%, Cu 60% and B 38%,
Enterobacter hormaechei , Priestia aryabhattai and Mycobacterium sacrum
inoculated biological sand filter Cd (78%, 78%) 67% and 78%), Ni (64%, 57% and
56%), Pb (99%, 75%, 76%), Cr (41%, 46% and 19%), Co (45%, 60%) and 40%), Cu
(80%, 80%, 60%), B (58%, 25%, 23%) ratios, heavy metal removal efficiency was
achieved for the content concentrations of the initial garbage leachate. Heavy metal
removal efficiencies of the same bacteria were investigated in the laboratory at 10 ppm
concentrations in liquid media containing Cd, Ni and Pb at 24, 48, 72, 96 hours
incubation conditions. Enterobacter hormaechei at Ni concentration (1%, 15.9%,
42.4% and 45.8%), Priestia aryabhattai (0.1%, 14.1%, 25.3% and 60.3%),
Enterobacter hormaechei at Cd concentration (4.5%, 7.6%, 17.6% and 18.3%) ),
Priestia aryabhattai (0.1%, 0.2%, 2.5%, and 3.6%), Pb concentration Enterobacter
hormaechei (10.9%, 21.6%, 27.7% and 42.9%), Priestia aryabhattai (3.8%, 3.8%,
7.5% and 7.5%) 10.9) rates were reduced. Heavy metal absorption efficiencies of the
same bacteria in soil cultures contaminated with Ni, Cd and Pb at 10 ppm
concentrations at 7-, 14-, 21- and 28-days time intervals were investigated. (0.1%,
14.1%, 25.3% and 60.3%), Enterobacter hormaechei (0.1%, 0.1%, 0.2% and 4.15%)
at Cd concentration, Priestia aryabhattai (0.1%, 0.3%, 0.4% and 0.7%), Pb At
concentrations of Enterobacter hormaechei (0.1%, 0.2%, 0.5% and 0.9%), and
Priestia aryabhattai (0.3%, 0.7%, 0.8% and 1.1%), absorption was achieved.
According to the results of the study, the use of these bacteria in natural biological
filter systems to be built in areas with leachate waters can be effective in reducing
heavy metal concentrations of garbage leachate, as well as the regulatory effects of
plant growth in agriculture in the literature, as well as contributing to the effect of
heavy metal uptake from soil to plants in agricultural areas contaminated with heavy

metals. is thought to be presented.
Keywords : Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai, heavy metal,

leachate, pollution, water treatment, waste water
Science Code : 90315
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sevgili arkadasim Cigdem ERGIN’e ¢alismamim her asamasinda sagladigi maddi ve
manevi destekler igin tesekkiirii borg bilirim. Gerek maddi gerek manevi bana 6grenim
hayatim boyunca her zaman destek olan annem Elif SAVAS’a sonsuz tesekkiirlerimi
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BOLUM 1

GIRIS

1.1. CEVRE KiRLIiLiGi

1760 yilinda baslayan sanayi devrimi ile teknolojinin gelismesi ve iiretimin artmast,
Ayrica, bunlara bagli olarak enerji kullanimlarinin da artmasi ile gevresel Kirlilik
biiyiik oranda artrmgtir. Ulkeleri ydnetenlerin ilk amact ekonomi olarak biiyiime
gerceklestirmektir. Bu yiizden ’de olusabilecek ¢evre sorunlari dnemsenmemistir.
Ancak 20. ylizyilin ikinci yarisindan itibaren iklim degisikligi ve kiiresel 1sinma
dogamizda tahribata yol agmaya baslamis ve ¢evre kirliligi konusu tartisilir duruma

gelmistir [1].

Artan niifus ile sehirlerde meydana gelen diizensiz yerlesimler, gereken onlemlerin
alinmadan yapilan tarim ve sanayilesme, dogal kaynaklarin asir1 tiiketimi ile beraber
hem atik miktarin1 artmis hem de doganin dengesini bozarak c¢evreye ciddi zararlar

verilmistir [2].

Suyun, havanin ve topragin asir1 derecede kirlenmesi ile insanlar ciddi saglik sorunlari
ile karsilagmaktadirlar. 2016 yilinda yaklasik olarak 900.000 ishale bagl oliimler,
igcme suyu kirliliginden meydana gelmis ve bu 6liimlerin 470.000’den fazlasinin gocuk
oliimi oldugu bildirilmistir [3]. Birgok agir metal ve kalici organik kirleticiler toprak
kirliligine sebep oldugu gibi insanlarda metal zehirlenmesine ve insan anatomisini
bozucu etkilere de sahiplerdir. Buna bagli olarakta, geng yastaki bireylerde biiyiime ve

gelisim etkilenmektedir [4].

Cevre kirliligini siniflandiracak olursak bunlar:

e Toprak kirliligi,



o Su kirliligi,
e Hava kirliligi,

e Qirilti kirliligidir.

1.2. TOPRAK KiRLILIiGi

Organik, inorganik ve kayaclarin ayrigmalarindan olusan, i¢inde su, hava ve bir¢cok
canli mikroorganizmalar1 barindiran yapiya toprak denmektedir [5, 6]. Sanayi ve
teknolojinin giin gegtikge gelismesi ve topragin bu sebeple kirlenmesi, toprak kirliligin
artmasina ve bunun sonucuna bagli olarak, tarimsal iiretim alanlarinin azalmasi

artmistir [6]. Topragi kirleten kaynaklar [6-8];

e Endiistriyel kaynakli,

e Tarimsal kaynakli,

e [Evsel kaynakli ve

e Niikleer tesislerden kaynakli kirleticiler.
e Erozyon,

o Taghlik,

e (Coraklik ve yaslik,

¢ Bilingsiz giibreleme,

e Herbisit ve pestisit kullanima,

e Acik maden isletmeleri

e Endiistriyel ve evsel kirleticiler,

e Tarimsal bolgelerin tarim harici kullanima.

Toprak kirliligi, topraga karisan kirli sulardan ve topraga onlem almadan atilan
atiklardan olugmaktadir. Bu kirleticiler topragin biyolojik ¢esitliligini, florasini ve
faunasin1 bozmaktadirlar. Bu kirleticiler topraklar yoluyla yeralt1 su kaynaklarinin,

akarsulari ve gollerin ayrica denizlerin kirlenmesine yol agmaktadir [6].



Yanlis tarim uygulamalari, erozyon, evsel kati atiklar ve tarimsal bolgelerin tarim disi
kullanim1 toprak ekosisteminin biyolojik, fiziksel ve kimyasal yapisinda ciddi oranda

bozmaktadir [6, 9].

Endiistriyel kaynakli atiklardan siilfiir dioksit, karbon monoksit, karbon dioksit ve
nitrojen dioksit gibi bir¢ok zehirli gazlar havaya yayilmaktadir. Bu tip kirletici gazlarin
kaynagi olarak, endiistri ve motorlu araglar gosterilebilir [6, 7]. Bu Kirletici gazlardan,
fosil yakitlarin kullanildig1 enerji santralleri, fabrikalar, evler ve motorlu araclarin
kullanim1 sonucu olusan bu tip zehirli gazlar asit yagmurlarina sebep olmakta
dolayistyla hem topragin hem de su kaynaklarinin kirlenmesine yol agmaktadir.
Ayrica, bu gibi asit yagmurlar1 topragin pH’ 11 diisiirmekte ve aliiminyum birikmesine
ve bunun sonucunda canlilar i¢in gerekli olan kalsiyum ve magnezyum gibi besin
elementlerinin yokluguna sebep olarak bitkisel varliklara zarar vermektedir [6, 10-
12]. Sanayi kaynakli ve evsel kaynakli atiklarin diizensiz ve gerekli 6nlem alinmadan
topraga birakilmasi yeralti su kaynaklarinin ve nehirlerin kirlenmesine kaynak
olusturmaktadir. Ayrica, bu sularin tarimsal sulamada kullanilmasinda hem topragin
yapisini hem de bitkilerin kullanmasi gereken makro ve mikro besin elementlerinin
yapisini bozacagindan bitkilerde toksisite veya besin elementi aliminin azalmasina
bagl olarak verim kayiplarina neden olacaktir. Bunun sonucundan iiriin kalitesi ve
verimi diismektedir. Agir metaller ise iyon degisimi ve kolloidal adsorpsiyon ile toprak
biinyesinde birikmektedirler [6, 7, 9, 13]. Bu agir metallere 6rnek olarak; ¢inko (Zn),
bakir (Cu), kursun (Pb), kadmiyum (Cd) ve nikel (N1) verilmektedir. Bu agir metaller
hem toprak kimyasal yapisinda bozulmalara hem de bitkiye toksik etki
yaratmaktadirlar [6, 14-16].

Aniz yakma, orman alanlarinin tahribi, tarimsal arazilerin tarim dis1 kullanimi,
bilingsiz tarim ve madencilik faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan her ¢esit atik yine toprak

kirliligine yol agmakta ve diger onemli etkenler olarak sayilmaktadirlar [6, 17].



1.3. SUKIRLILIiGi

Su kaynaklarinin fiziksel, kimyasal, biyolojik ve mikrobiyolojik olarak kirlenmesine
su kirliligi denilmektedir [18]. Yasamin temel unsurlarindan biri olan su gerek besin
Ogesi olarak gerekse igerdigi mineral ve bilesikler sayesinde insan viicudundaki her
tiirlii biyokimyasal islemin ger¢eklesmesinde de 6nemli rol oynamaktadir. [19-24].
Su kirliliginin baglica nedenleri olarak; tarimsal kaynakli atiklar ve endiistriyel
kaynakli atiklar gosterilmektedir [25, 26]. Su igerisindeki kirleticiler asagidaki gibi
smiflandirilmaktadir [27].

e Organik ve anorganik maddeler,

e Auzot,

e Fosfor,

e Mikroorganizmalar ve

e Toksik maddeler (Agir Metallar, radyoaktif maddeler ve pestisit-herbisitler)

e (Cop s1zint1 sulart.

1.3.1. Cop Sizint1 Sulari

Niifusun artmas1 ve ekonominin hizla biiyiimesi ile insan faaliyetleri giderek
artmaktadir. Bunun sonucunda firetilen atitk miktarinda ozellikle de evsel atik
miktarinda ciddi artis gézlemlenmektedir [28-30]. Evsel atik aritma teknolojileri,
diizenli depolama, anaerobik bozunma, yakma, kompostlastirma, piroliz ve
gazlastirmadir. Hangi yontemler kullanilirsa kullanilsin, atik aritmanin ¢evre iizerinde
olumsuz etkisi olmas1 muhtemeldir [28, 31]. Her iilke kendi ekonomik durumuna
uygun maliyetli etkin teknolojileri uygulamaktadir. Simdilik diizenli depolama
sahalar1 bir¢ok iilkede, 6zellikle de az gelismis iilkelerde en ¢ok kullanilan yontemdir

[28].

Cop s1zint1 sularinin yeralt1 suyu lizerindeki etkisi uzun vadeli bir siiregtir. Evsel atigin
yaklasik olarak %70’1 biyolojik olarak parcalanabilir ve yaklasik olarak %10’u
depolama alanini sizint1 suyu olarak terk eder [28, 32]. Sizint1 sularinin yeraltisuyu

tizerindeki etkileri ¢ok karmasiktir. Hem kirletici konsantrasyonunun hem de sizinti



oraninin dnemli diizenleyici faktorler oldugu ve hem sizint1 suyu bilesiminin hem de
konsantrasyonun depolama sahasinin yasam dongiisii boyunca 6nemli 6l¢iide degistigi
genel olarak kabul edilmistir [28, 31]. Depolama sahasindaki sizinti suyunun
Kirleticilerin konsantrasyonu, zamanla yagis miktarina ve depolama sahasi atiklarinin

bilesimine gore degismektedir [28].

Cop sizint1 suyu, diizenli depolama sahalarinda veya vahsi depolama alanlarinda
yagmur sulart ile ¢opilin igerigindeki suyun siliziilmesine bagli olarak olusan ve
igerisinde ¢oziinmiis ve askida kati madde barindiran sulardir [33, 34]. Bu sahalarda
olusan sizinti suyu miktar1 niifusa ve saha ozelliklerine gore degismesine karsin
bilesimi genel olarak ayni 6zellikler gostermektedir [33]. Bunlar organik ve inorganik
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir [33, 35]. Sizint1 suyu olusumu ve kati atik bilesenleri

Sekil 1.1°de gosterilmektedir [35].
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Sekil 1.1. Sizint1 suyu olusumu ve kat1 atik bilesenleri [35].

Birgok farkli parametre si1zint1 suyu olusumunu etkiler. Bunlardan en 6nemlisi atiklarin
tortuya niifuz etmesidir. Gegirgenlik bir¢ok faktdre baglidir. Bu, depolama sahasinin
yiizey Ozellikleri, iklim kosullari, {ist tabaka ve varsa bu tabakanin gecirgenligidir.
Si1zma, yagis eksi buharlasmali akistir (I=Y-YA-B). Diger sizint1 suyu kaynaklari,
akiferlerden gelen yeralti suyu akis1 (G) ve kati atik ve kaplamadan gelen mevcut sudur
(Nc). Coplin nem igerigi olarak depolama alanina giren su miktari, ¢opiin cinsine ve
depolama mevsimine gore degismektedir. Suyun bir kismi ¢oplikkte ¢Op gazi
tretiminde (Sg) tliketilirken, bir kism1 da ¢op gazinda su buhari (Sb) olarak buharlasir
(Sekil 1.2). Su dengesi formiilii (1)'dir.



SS=1YA G Nc -Sg -Sb+ AD (1.1)
(Y: Yagis, B: Buharlasma, OR: Yiizey akisi, I: Sizma, Nc: Atik ve kaplama
malzemesinin nem igerigi, G: Yeraltisuyu akisi, Sg: Deponi gazi tiikketim suyu, Sb: Su

buhari, D: Depolama hacmi degisimi).

Sizint1
Suyu

Sekil 1.2. Diizenli depolama alanlarinda s1zini suyu olusumu [37].

Diizenli depolama sahalarindaki sizinti suyunun icinde bulunan kirleticilerin

konsantrasyonlar1 Cizelge 1.1°de gosterilmistir [36,37].

Cizelge 1.1. Siznit1 suyu kirletici konsatrasyonlari [36,37].

Parametreler Birim Ortalama Deger
pH 8.4+0.30
Alkalinite mg CaCOas/L 15133458
TKN mg N /L 3868+26
NHaz-N mg N /L 3449+233
NO2-N mg N /L 0.21+0.01
NOs-N mg N /L 2.23+018
KOl mg /L 3621+440
BOls mg /L 425+72
Coziinmiis Katilar mg /L 59+16




Cop s1zint1 suyunun yast kirletici konsantrasyonlart bakimindan oldukc¢a 6nemlidir
[36,38]. Depolama yasi arttikca ¢Op sizintt suyu igerisindeki organik madde
miktarinda azalmaktadir. Dolayisiyla gen¢ depo sahalarinda bulunan ¢6p sizint1 suyu
icindeki BOI/KOI>0,5 iken daha yash ¢Op sizint1 sularinda bu oran 0,2’den kiigiik
olmaktadir [36,39]. Cop sizinti sularinin depo yasina gore degisimi Cizelge 1.2°de
gosterilmistir [40].

Cizelge 1.2. Cop sizint1 suyunun depo yasina gore degisimiegisimi [40].

Yas KOI TN NH+- Organik Toplam Alkalinitt ORP iletkenlik Mineral
(mg/L) (mg/L) N Fosfor Fosfor (mg/L) (ps/cm) Yaglar
(mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mglL)

2 71253 4368.2 4251 34.29 34.9 18162  -277 41500 8505
3 34713 4156 3821 21.77 41693 18379  -289 40500 5619
4 15428 17535 1564.2 17.56 17.97 8049 -307 17870 5638
6 2424  1489.8 1273.6 16041  14.83 5573 -127 15030 5309
7 1827 8735 733.1 28642 21429 4365 -229 10630 4595
9 1015 1092 807.4 13547 41732 5227 -112 12270 5878
11 15225 980.1 715 27485 44378 4649 -127 12080 3007

12 695.2 4282 238.2 0.19 0.62 1754 -104 6380 2547

14. AGIR METALLERIN TOPRAK UZERINDE ETKIiSi
Agr metal: yogunlugu S5g/cm® den daha biiyiik olan metaller olarak ifade
edilmektedir. Toprak biyogesitliligi, toprak ekosistemi ve toprakta ger¢eklesen birgok
faaliyet agir metallerin varligindan olumsuz etkilenmekte ve bu olumsuz etki biitiin

ekosisteme zarar vermektedir [41].

Agir metaller toprak icinde ¢ok karmasik yapilar olusturup etkisini canlilar tizerinde
artirmaktadirlar. Toprakta faaliyet gosteren mikroorganizma toplulugunun etkinligini

olumsuz yonde etkilemekte ve topragin flora-faunasinin bozulmasimna neden



olmaktadirlar. Bunlarin sonucunda hem topragin hem de o toprak {izerinde yetisen

bitkilerin kalitesi ve verimi diismektedir [41].

Bir¢ok farkli endiistriyel liretim tesislerinin dogaya dogrudan veya dolayli olarak

yaymakta oldugu agir metal ¢esitleri Cizelge 1.3’te gosterilmistir [42, 43]. Topraktaki

agir metallerin baslica kaynaklart sunlardir [42, 44, 45]:

e Maden isletmeleri,

e Kimyasal giibre ve tarim ilaglar1
e (COp s1zint1 sular

e Demir-gelik isletmeleri

e Motorlu araclar

e Aritma ¢amurlari

e Hayvan digkilar ve

e Kanalizasyonlar

Cizelge 1.3. Bazi agir metallerin kirlilik kaynaklar [42, 43].

Uretim Sanayii / Agir Metaller Pb Cd Ni
Petrokimya Uriinleri Uretimi + + -
Kagit Uretim Sanayii + - +
Kimyasal Giibre Uretimi + + +
Termik Santrallerden Enerji Uretimi + + +
Tekstil Uretim Sanayii - + i
Celik, Demir ve Metal Sanayii + + +

1.5. AGIR METALLERIN CEVRE VE INSAN SAGLIGI UZERINE

ETKILERI

Kursun (Pb): Insan viicudunda asir1 kursun birikimi beyinde ciddi hasarlara yol

acmasinin yaninda sinir sistemlerinin bozulmasia ve dogurganligin azalmasina yol

actig1 bilinmektedir [45, 46].



Icten yanmali motorlarda kullanilan benzinin kalitesini ve dayanma giiciinii artirmak
icin katki maddesi olarak tetra etil kursun kullanilmakta ve kirliligin yaklasik olarak
%95’ini olusturmaktadir [47,48]. Ayrica diinya saglik orgiitii tarafindan 2. siif
kanserojen gruba giren kursun hem atmosfere kolay bir sekilde yayilmakta hem de her

sartta toksik etki gostermektedir [48].

Kursun ayrica, kablo-tel iiretiminde, su borularinda, kozmetik malzemelerde, sigara,

pestisit tiretiminde kullanilmaktadir [48, 49].

Kadmiyum (Cd): insan viicudunda toksik etkisi oldukga fazla olan kadmiyum 6zellikle
bobreklerde birikmekte ve bobreklerin isleyisini bozmaktadir. Ayrica kalsiyum yerine
gecerek kemiklerin daha kirillgan olmasina sebep olmaktadir. Ortalama 70 kg bir insan
giinliik olarak 25- 60 pg kadmiyum aldigi tahmin edilmektedir. Bu deger kirlenmemis
cevreler i¢in gecerlidir [45, 46].

Nikel (Ni): Korozyona direngli alagim tiretiminde kullanilan nikel 6zellikle paslanmaz
¢elik yapiminda kullanilmaktadir. Deniz suyundan igme suyu elde edilen tesislerde
bakir-nikel alagimindan yapilan tiipler kullanilmakta olup madeni para, pil ve zirh
kaplamalarinda da kullanilmaktadir. Ayrica, Bitkilerde belirli dozlarin {izerinde toksik
etkiye sebep oldugu [48,50] ve insan viicudunda kanserojen etkisi bilindigi gibi

solunum sistemine ve deride alerjik etkisi oldugu bilinmektedir [51, 52].



BOLUM 2

LITERATUR OZETI

Diinyada hizli niifus artis1 ile giinliik gida, enerji, barinma vb. ihtiyaclar ortaya
cikmakta ve bu ihtiyaglar1 karsilamak i¢in sanayi devrimi hizlanmaktadir. Hizli, carpik
kentlesme ve sanayilesme, hizli trafik artisi, dikkatsiz madencilik, yanlis arazi
kullanimi, tarim arazilerinde kimyasal giibre ve ilag kullaniminin artmasi, toprak
erozyonu gibi sorunlar tilkemizin 6nemli bir sorunudur [53]. Ancak bu hizli biiyiime,
dogrudan ve/veya dolayl olarak uzun siireli ¢evre kirliligine neden olan ¢esitli organik
ve inorganik kimyasallarin biiyiik miktarlarda tiretilmesine neden olmustur. Bu topragi

kirleten kimyasallar, endiistriyel faaliyetlerin tipik bir yan etkisidir [54].

Ekosistemleri ve topragi kirleten bu kimyasallardan ¢cok az1 giivenli bir sekilde bertaraf
edilmektedir. Antropojenik organik bilesikler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH'lar), klorlu ugucu organik bilesikleri (VOC'ler) ve alkilbenzenleri (benzen,
toluen, etilbenzen ve ksilen, BTEX), hidrokarbonlari, poliklorlu bifenilleri (PCB) ve
trikloretileni (TCE) igermektedir. Toprakta bulunan kirleticilerden biridir [55]. Bu
kirleticilere ek olarak, petrol endiistrisi ve petrol piyasasi genisledik¢e, yakit ikmal
kamyonlar1 ve petrol tankerlerinden kaynaklanan dokiilmeler, patlamalardan
kaynaklanan petrol sizintilar1 ve petrol atiklarinin olusumu da gevre kirliligine neden
olur [56]. Periyodik Cizelgenun iigiincti periyodu ve 6tesindeki elementler (Cd, Cr,
Cu, Hg, Pb, Ni, Sn, Zn, vb.).

Kirleticilerin toprakta birikmesi sadece toprak verimliligini ve ekosistem isleyisini
degil ayn1 zamanda besin zinciri yoluyla insan ve hayvan sagligini da etkiler [57]. En
onemlisi hem niifus artis1 hem de azalan su kaynaklari tarafindan yonlendirilen yeni
su kaynaklar1 arayisinda, kirli suyun cesitli sekillerde aritilmasi i¢in kullanilmasidir
[58].
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Biyoteknolojik yontemlerle, diinyadaki bircok sehir kirli sulart aritmak igin
mikroorganizmalar kullaniyor. Ayrica organik kimyasallar, kagit ve fermente {iriinler
tireten bircok fabrikanin atiklart da bu yoOntemlerle aritilmaktadir. Bu nedenle,
biyoteknoloji uygulamalar1 baglaminda mikroorganizmalarin kullanimi yoluyla
kontaminasyon yoOntemlerinde biyoremediasyonun rolii ©onem kazanmaktadir.
Biyoteknoloji stireclerinin endiistriye getirdigi en O©nemli faydalardan ikisi,
yenilenebilir kaynaklarin kullanimi ve endiistriyel atiklarin azaltilmasidir [59].
Biyoteknoloji iyilestirme siireglerinden biri olan bioremediasyon siireci verimli,
ekonomik, ¢ok yonlii ve ¢evre dostu bir ¢oziim olarak kendini kanitlamigtir [59].
Ayrica, bu yontemin yakma ve depolama gibi geleneksel yontemlere gore bircok
avantaj sunduguna dikkat edin [60]. Bioremediasyon, kirlenmis toprak ve suyu daha
cevre dostu bir sekilde dekontamine etmek i¢in bitkiler, solucanlar, mantarlar ve
bakteriler gibi makro ve mikro organizmalarin kullanilmasidir. Bu siireg, tehlikeli
maddeleri zararsiz veya daha az zararli maddelere ayirmak icin mikroorganizmalari
kullanan uzun vadeli bir aritma siireci olarak bilinir [61, 62]. Kirlenmis alanlar ayrica
metabolizmanin Gtesinde gesitli fiziksel ve kimyasal reaksiyonlar1 gerceklestirmek
icin uygun mikroplar1 kullanir, bu da kirleticilerin bozunmasina ve yok olmasina yol
acar [63, 64]. Bioremediasyon islemi, 6zellikle kirlenmis toprak ve su kiitlelerinde
cevre dostu ve ekonomik olarak uygundur. Bunun nedeni, parcalanamayan toksik
bilesiklerin etkili bir sekilde toksik olmayan {iriinlere doniistiiriilmesidir [65]. Bu
yontemi kullanarak, trikloroetan gibi klorlu maddeler de dahil olmak iizere bazi
kimyasallarin in vitro biyolojik olarak pargalanabilir oldugu bulunmusur ve bazi
PCB'lerin bozunmaya direngli olduguna inanilmaktadir [66]. Metaller de mikroplar
onlari pargalamadan daha az zararli hale getirilebildikleri i¢in bioremediasyon
yontemlerine dahil edilirler [67]. Bununla birlikte, biyoremediasyonun bir¢ok
avantajina ek olarak, iki ana dezavantaji vardir. Birincisi, mantarlar, mayalar ve
bakteriler, bioremediasyon 6nemli bir rol oynayan mikroorganizmalardir [68, 69].
Ancak bu mikroplarin sadece bir kismi1 birgok organik maddeye saldirabilir. Bugiine
kadar, dogal kimyasallarin ¢ogunu bozan hi¢bir omnivor organizma bulunamadi.
Ikincisi, biyoremediasyonun etkileri uzun siirelidir. iklim kosullarina bagl olarak,
biyoremediasyonun bir alan1 eski haline getirmesi birkag y1l veya daha uzun siirebilir
[53]. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek igin gesitli gegici ¢oziimler gelistirilmistir.

Bu c¢ozliimler: Gelismis yeni c¢esitler olusturmak i¢in genetik miihendisligi
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tekniklerinin  kullanimi, belirli bioremediasyon yontemlerinde biyokimyasal
iyilestirmeler ve bioremediasyon popiilasyonlarini artirmanin en etkili yontemleri.
Biyoremediasyonun etkili olabilmesi i¢in mikroorganizmalarin kirleticilere enzimatik
olarak saldirmasi ve onlar1 zararsiz {iriinlere doniistiirmesi gerekir. Kirleticileri
parcalayan mikroorganizmalar, kirletici ile yakin temas halinde ve uygun yerlerde
olmalidir[54]. Ek olarak, bu yontemin Kkirleticileri parcalayabilen ve onlar1 toksik
olmayan yan iirlinlere doniistiirebilen mikroorganizmalarin biiylimesini tesvik ettigi
sOylenmektedir [70]. Mikrobiyal popiilasyon yoksa veya mevcut popiilasyon
yetersizse, mikrobiyal popiilasyonu artirmak i¢in mikroorganizmalart kontaminantlara
maruz birakmak veya teknolojik mekanizmalar gelistirmek gerekir. Bu amagla,
kirleticilerin bulundugu yerlere besin getirilerek stok popiilasyonlar1 korunabilir ve
topragin mikrobiyal bilesimine bagl olarak toprakta dogal olarak bulunan mikroplar
arttirilabilir veya onlar1 hareket ettirerek popiilasyonu artirabilirsiniz [70]. Ek olarak,
mikrobiyal metabolik aktiviteyi ve biiylimeyi optimize etmek icin ¢evresel kosullar
izlenmeli ve degistirilmelidir. Bioremediasyon kullanilirken sicaklik, besinler
(6zellikle nitrojen ve fosfor), elektron alicilar1 (oksijen, nitratlar, siilfatlar) ve pH gibi

cevresel faktorler kontrol edilmelidir [55].
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BOLUM 3

DENEYSEL PROGRAM MATERIYAL VE METOT

3.1. BAKTERIYEL KULTURLERIN ELDE EDIiLMESI

Karabiik ili Demir ¢elik faaliyetleri sonucu olusan atiklarin ve aktif olmayan belediye
¢opliiklerinin depolandig1 alanda (41°10°40.20” N and 32°39 9.55” E) olusan ¢op
sizint1 suyundan ve etrafindaki topraklardan érnekler alindi. Ornekler, steril numune
posetlerine aktarilmistir ve 6 saat icinde buz lizerinde laboratuvara getirildi. Bakteri
tiirlerinin izolasyonu i¢in toprak orneklerinden 10’ar g tartild1 ve deney tiiplerinde 90
mililitre izotonik su ile 15 dakika boyunca ¢alkalama yapildi. Calkalama sonucunda
toprak c¢ozeltilerinden 10 ml alind1 ve 10 °den 10°’e kadar seri seyreltmeler yapildi.
1073 seyreltmeden itibaren Niitrient Agar (NA) besiyerine 0.1 ml ekimler yapildi. 370C
de 48 saat inkiibasyona birakildi. Kirk sekizinci saatin sonunda farkli gelisen
kolonilerden segildikten sonra saf kiiltlirler elde etmek i¢in NA besiyerine farklilik
gosteren her koloniden 6rnekler alinarak ekimler yapildi. Tiim bu prosediir ¢op s1zinti
suyundan alinan numunelerde tekrarlandi. Elde edilen saf kiiltiirler, arastirmada

kullanilmak iizere -20°C de gliserol ¢ozeltisi icinde stoklandi.

3.2. AGIR METAL STOK COZELTIiLERINIiN HAZIRLANMASI

Stok ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kusun (II) klorir (PbCl.), Kadmiyum Kkloriir
hemipentahidrat (CdCl.-2,5H20) ve nikel kloriir hekzahidrat (NiCl2.6H20) kullanildi.
Stok ¢ozeltiler hazirlanirken dncelikle gerekli olan Pb, Cd ve Ni miktarlar istenilen
konsantrasyonlara gore belirlendi. Miktarlar belirlenirken su hesaplama (ppm=
Cozlinen miktar1 (mg) / Cozelti hacmi (L) kullanildi. Cozeltiler bu elementlerin saf
hallerinden degil klor ile olusturduklar1 bilesiklerden hazirlandi. Bu nedenle basit bir

oran orant1 yontemi ile bu bilesiklerden ne kadar gerekli oldugu bulundu [56].
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3.3. IZOLATLARIN AGIR METAL TOLERANSLARININ BELiRLENMESI

Saf bakteri kiiltiirleri, 100, 200, 400, 550 ve 600 ppm Pb, Nive 0.5, 1, 2, 3,4 ve 5 ppm
Cd ¢ozeltisi bulunan NA besiyerine inokiile edildi ve 370C de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Bu islem petri kaplarinda 3 tekrarli olarak yapildi. 48 saat inkiibasyon siiresi
sonunda, en yiiksek agir metal konsantrasyonlarindaki ¢ogalma gosteren bakteriler

tespit edildi.

o rg =
g

LLLLLLL

°20;
<3

e 5o pmom

Sekil 3.1. En ¢ok gelisme gdsteren izolatlar.

3.4. BAKTERIYEL iZOLATLARIN 16S RDNA GEN BOLGESI POLIMERAZ
ZINCIiR REAKSIYONU

DNA izolasyonu igin bakteriyel izolatlar NA besiyerinde 30° C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi her bir saf kiiltiirden, DNA
Invitrogen izolasyon kitinde belirtilen talimatlara gdére DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen Genomik DNA’lardan 16S rDNA bolgelerini gogaltmak
icin 16S rDNA primerleri (27F5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ve 1492R5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT) kullanildi [57] PCR reaksiyonu total hacmi 30 ul
olarak ayarlandi. Buna gore, 3 uL 10x Buffer, 25 mM MgCI2 (3 uL), 2 mM dNTP (3
nL), 10 pmol ileri Primeri (1,5 pL), 10 pmol geri Primeri (1,5 pL), 1,2 uL. Tag DNA
polimeraz ve 2 uL. DNA kullanildi. PCR sartlari, baslangi¢c denatiirasyonu 94°C’de 3
dak. olacak sekilde 94 °C’de 30 sn., 55 °C’de 30 sn. 72 °C’de 1.5 dakika 35 dongii ile
son uzama 72 °C’de 10 dakika olarak gerceklestirildi. PCR sonucunda elde edilen
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yaklastk 1400 bp uzunlugundaki gen bolgesi Agoroz jel -elektroforezinde
goriintiilendikten (Sekil 3.4.a, b, C) sonra, dizi analizi iki yonlii olacak sekilde sekans

hizmeti alinda.

Sekil 3.2. a) DNA izolasyon asamasi, b, ¢) PCR asamalart DNA izolasyon asamasi,
b,c) PCR asamalart.

3.5. BiYOLOJIK KUM FiLTRESI

Biyolojik kum filtreleri 50 cm uzunlugunda 20 cm genislikte PVC boru igine
yapilmigtir. Borunun en altinda en ince filtre malzemesi olacak sekilde planlama
yapilmistir. En alttan 15 cm yiikseklikte kuvars filtre kumu (1.5- 3mm), sonrasinda 10
cm yiikseklikte cakil tas1 (5-12 mm), ardindan 10 cm yiikseklikte daha biiyiik taneli
cakil tas1 (18-20mm) kullanildi. 15 cm ise toprak ile doldurulmustur. Filtre de
kullanilan toprak ve diger tiim materyaller otoklavda 150° C’de 2 saat boyunca
otoklavda steril edildi. Sonrasinda se¢gmis oldugumuz 3 izolat ayr1 ayr1 3 tekerriir
olacak sekilde toprak orneklerine steril bir karistirict ile karistirilarak birinci giin ve
ikinci giinde 103 mikrobiyal yiikte 50 ml su ile piiskiirtme yapildi. Her ekimden sonra
ornekler toplam 48 saat olacak sekilde inkiibasyona birakilmistir. Toprak ornekleri 48
saat inkiibasyon sonunda filtre sistemlerinin en {ist kismina eklendi. Cop sizint1 suyu
10 saniyede 1 damla olacak sekilde iistten homojen olarak damlatilmaya baslandi. 24
saat sonunda kum filtrelerinin alt kismina sizan su Ornekleri alinarak Agir metal

igerikleri analiz edildi.
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Sekil 3.3. Biyolojik kum filtre sistemleri.

3.6. iZOLE BAKTERILERIN TOPRAK KULTURUNDE AGIR METAL
ABSORPSIYON KAPASITELERININ BELIRLENMESI

Toprak denemesinde kullanacagimiz topraklar1 150°C’de 2 saat boyunca otoklavda
steril ettikten sonra topragi 10 ppm Ni, Pb ve Cd doyurma iglemi yapildi. Sonrasinda
fazla nemin azalmasi icin 24 saat 70°C’de etiivde kurumaya birakildi. Daha sonra izole
etmis oldugumuz ii¢ bakteriyi 3 tekrar olacak sekilde toprak numunelerine inokiile
edildi. Bakterilerin tam gelisimi saglamak icin 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Ardindan birinci, yedinci, on dordiincii ve yirmi birinci giinlerde topraklardan 10 gram

ornekler alip 90 ar ml izotonik su ile karistirild1 ve bakterilerin toprak kiiltiiriinden
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izotonik suya ge¢mesini saglandi. Sonrasinda 50 ser ml 6rnek alip 10 dk 3000 rpm de
santrifiij islemi gergeklestirildi ve peletler steril numune kabma alinip analize

gonderildi.

3.6.1. Topraktaki Toplam Mineral Elementi I¢erigi

Numunelerin B, Zn, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb ve Cd igerikleri Erciyes Universitesin’ den

hizmet alimu ile belirlendi. Nitrik asit-hidrojen peroksit (2:3) asit ile 3 farkli adimda:

e 145°C’de %75 mikrodalga giiciin de 5 dakika,

e 180 °C’de %90 mikrodalga giiciin de 10 dakika

e 100 °C’de %40 mikrodalga giiciin de 10 dakika 40 bar basinca dayanikli
mikrowave 1slak yakma iinitesinde (speedwave MWS-2 Berghof productts +

Instruments Harresstr.1. 72800 Enien Gernmany) tabi tutuldu (Mertens 2005a).

Sonrasinda ICP OES spektofotometresinde (Inductively Couple Plasma
spectrophotometer) (Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-
4794, USA) okunmak suretiyle belirlendi.

3.7. iZOLE EDILEN BAKTERILERIN SIVI BESIiYERINDE AGIR METAL
ABSORPSIYON KAPASITESI BELIRLENMESI

Izole edilen 3 bakterinin zaman bagli olarak agir metal absorpsiyon kapasitelerini
belirlemek icin 100’er ml’lik igerisinde 10’ar ppm Ni, Pb ve Cd bulunan sivi
besiyerleri hazirlandi. Izole edilen ii¢ bakteri 3 tekrarli olarak sivi besiyerlerine
astland1 ve 37°C’de inkiibasyona birakildi. Her 24 saat sonrasinda (24, 48, 72, 96)
saatlerin sonunda sivi besiyerlerinden 50’ser ml drnekler alindi. 10 dk 3000 rpm de
santrifiij islemi yapildi. Santrifiij islemi sonucunda olusan peletler steril numune kabin
alindiktan sonra alip analiz edildi. Bakterilerin agir metal icerikleri analizleri Erciyes

Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezin® den yapildi.
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3.7.1. Cop Sizint1 Suyu ve Bakterilerin Agir Metal icerik Analzileri

Biyolojik kum filtreleri bakteri ekimi yapilmayan sadece steril toprak kullanilan (F1),
Enterobacter hormaechei inokiile edilen toprak 6rneginin kullanildig: filtre (F2),
Priestia aryabhattai inokiile edilen toprak Orneginin kullanildigi filtre (F3) ve
Mycobacterium sacrum inokiile edilen toprak 6rneginin kullanildig: filtre (F4) lerden
gecen ¢Op sizint1 sulart hem kendi aralarinda hem de filtre edilmeyen baslangigtaki
(FO) ¢0p s1zint1 suyunun agir metal igerikleri ve sivi besiyerlerinden santrifiij ile elde
edilen bakteri peletlerindeki agir metal igerikleri analizlerinde 1 ml ¢op sizint1 suyu
numuneleri 3 ml HNO3 +9 ml HCI 3 farkli adimda yakilarak analize hazirlanmistir.
Ik adim; (%75 mikrodalga giiciinde 145 °C'de 5 dakika), ikinci Adim; (%90
mikrodalga giiciinde 180 °C'de 10 dakika) ve ti¢iincii adim (%40 mikrodalga giiclinde
100 °C'de 10 dakika) 40 bar'a dayanikli yakma iinitesinde (speedwave MWS-2
Berghof iirlinleri + Instruments Harreststr) bir mikrodalgada tutuldu. (1.72800 Enien
Almanya) (Mertens, 2005). Numuneler analize hazirlandiktan sonra agir metal
icerigini belirlemek i¢in ICP OES spektrofotometresi (Perkinelmer, Optima 2100 DV,
ICP/OES, Shelton, CT 06484-4794, ABD) kullanild1. ayn1 islem santrifiijlenen bakteri
peletlerinde yapilmistir.

3.8. ISTATIKSEL ANALIiZ

Tim veriler ANOVA'nin SPSS 22 yazilimi ile incelendi. Ortalamalardaki 6nemli
farkliliklar1 belirlemek i¢in Duncan testi yapildi (p <.05).
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. BAKTERIYEL iZOLATLARIN 16S RDNA GEN BOLGESI ILE
MOLEKULER KARAKTERIZASYON

Caligma alanlarindan elde edilen izolatlarin molekiiler tiir tayini i¢in, 16S rDNA gen
bolgesinden yaklasik 1000-1400 bp uzunlugunda bantlar elde edilerek (Sekil 4.1)
analizleri yapildi. Ileri ve geri primerleri ile elde edilen sekans sonuglari, grafik
goriintiileyici FinchTV programinda degerlendirildi. Sekans sonuglari Seqtrace.exe
programinda ¢akistirildi ve sonugta FASTA formatinda tek bir dizi elde edildi. FASTA
formatinda sonuglar NCBI (National Center for Biotechnology Information)
Nucleotide BLAST programi kullanilarak, Gen Bankasi’nda kayitli bulunan bakteri
suslarinin niikleotid dizileri ile karsilastirildi ve eslestirmeleri yapildi. Eslestirmeler
sonucu 1 nolu izolatimizin Enterobacter hormaechei, 8 nolu izolatimizin Priestia
aryabhattai (Syn: Bacillus aryabhattai) ve 9 nolu izolatimizin ise Mycobacterium

sacrum tiirleri oldugu belirlendi (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. NCBI GenBank aksesyon numaralari.

Kod Bakteri Tiirii NCBI Genbank No
1 Enterobacter hormaechei OP641850
8 Priestia aryabhattai OP641851

9 Mycobacterium sacrum OP641852
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Sekil 4.1. Agoroz jel elektroforez goriintiisii.

Molekiiler tiir tayini belirlenen izolatlarm MEGA7'de [58] filogenetik analizleri
yapildi. Neighbor-Joining iststistiksel yontemi kullanilarak evrimsel tarih, bootstrap
konsensiis (1000 tekrar) ile olusturuldu [59,60] evrimsel mesafeler p-mesafe yontemi
ile [61]. Filogenetik agagta Clostridium butyricum (EU621841.1) dis grup olarak
alindi. Calismamiz kapsaminda elde ettigimiz suslardan Priestia aryabhattai (8)
(OP641851) ve Mycobacterium sacrum (9) (OP641851)’ un NCBI’da bulunan referans
suslar ile karsilastirmali filogenetik agacta, aynmi grup icerisinde yer alirken,
Enterobacter hormaechei (1) (OP641850), NCBI’da bulunan referans suslar ile ayri
bir grup olusturdugu belirlendi (Sekil 4.2).
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- Enterobacter hormaechei (AM947045.1)
Enterobacter hormaechei (OL985675.1)
Enterobacter hormaechei (LC515415.1)

&2 || Enterobacter hormaechel (AM347046.1)
Enterobacter hormaechei (LC611437.1)

[~|- Enterobacter homaechei (MWE64035.1)
—— Enterobacter hormaechei (ON090361.1)
— Enterobacter hormaechei (LT745987.1)

100

Enterobacter hormaechei (1) (OP641850)

90

Mycobacterium sacrum (MK388119.1)
Mycobacterium sacrum (KX035079.1)
100 | Mycobacterium sacrum (MK368380.1)
Mycobacterium sacrum (AY235429.1)
Mycobacterium sacrum (KR856337.1)
Mycobacterium sacrum (9) (OP641851)
47/ Mycobacterium sacrum (GU201853.1)
sqr Priestia aryabhattal (8) (OP641851)
% | Bacillus aryabhattai (L5974815.1)
Bacillus aryabhattal (LS974817.1)
Priestia aryabhattai (OP422415.1)
Priestia aryabhattai (OP422414.1)
98 | Priestia aryabhattai (OP422411.1)
Priestia aryabhattai (OP422409.1)
Clostridium butyricum (EU621841.1)

62

0.050

Sekil 4.2. 16S rDNA gen dizilerine dayanan filo-genetik agac.

4.2. COP SIZINTI SUYUNUN ELDE EDILEN BAKTERIYEL iZOLATLAR
iLE BiYOLOJIK KUM FILTRELERINDE BiOREMEDIASYON
POTANSIYELLERI

3 farkli izole edilen bakterilerin kullanildig1 biyolojik kum filtrasyonu (F2, F3 ve F4)
ve bakteri kullanilmayan biyolojik kum filtresinden (F1) gecirilen ¢Gp sizint1 suyu ile
herhangi bir biyolojik aritma prosesi uygulanmayan (F0) ¢op sizinti suyunun Cd

igerikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldu (p<0.05) (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli bakteri asilanan biyolojik kum filtrelerinde ¢Op sizinti suyu
igeriginde meydana gelen degisimleri

Kum Cd Ni Pb Cr Co Cu Mn Zn Fe B
filitrel
eri

FO 0.09+ 236+ 097+ 0.22+= 0.2+0 0.05+ 0.03+ 0.28+ 0.27+0 23.14
0.01b 0.01d 0.01d 0.01c .01d 0.01b 0.0l1a 0.0l1a .0la +0.01

F1 0.08+ 1.28+ 0.17+ 0.19+ 0.16+ 0.02+ 0.14+ 144+ 0.3733 14.43
0.01b 0.01c 0.01b 0.01b 0.01c 0.0l1a 0.01d 0.01b +0.01b =+0.01

F2 0.02+ 0.86+ 0.01+ 0.13+ 0.11+ 0.0+ 0.13+ 4.6+0 1.07+0 9.86+
0.0la 0.01a 0.01a 0.01a 0.01b 0.0la 0.01d ,01d .0le 0.01a

F3 0.03+ 1.01+ 0.25+ 0.12+ 0.08t .01+0 0.07+ 4.67+ 0.51+0 17.5+
0.0la 0.01b 0.01c 0.01a 0.0l1a .0la 0.0l1b 0.01d .01d 0.01c

F4 0.02+ 1.05+¢ 0.23+ 0.18+ 0.12+ 0.02+ 0.1=0 3.32+ 0450 17.97
0.0la 0.01b 0.01c 0.01b 0.01b 0.0la .0lc 0.01c .0lc +0.01

Duncan®? p<0.05

Cop sizint1 suyundaki (FO) Cd konsantrasyonu 0.09+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4
biyolojik kum filtrelerinde sirasiyla 0.08+0.01- 0.02+0.01- 0.03+0,01- 0.02+0,01 ppm
Ni konsantrasyonu 2.36+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4 biyolojik kum filtrelerinde
strastyla 1.28+0.01- 0.86+0.01- 1.01+0.00- 1.05+0.01 ppm, Pb igerigi 0.97+0,01 ppm
iken, F1, F2, F3, F4 biyolojik kum filtrelerinde sirasiyla 0.17+0.01- 0.01+£0.01 -
0.25+0.00 - 0.23£0.01 ppm Cr igerigi 0.22+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4 biyolojik
kum filtrelerinde sirasiyla 0.19+0.01- 0.13+0.01- 0.12+0.00- 0.18+0.01 ppm, Co
igerigi 0.20+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4 biyolojik kum filtrelerinde sirasiyla
0.16+0.01- 0.11+0.01- 0.08+0.00- 0.12+0.01 ppm, Cu igerigi 0.05+0,01 ppm iken, F1,
F2, F3, F4 biyolojik kum filtrelerinde sirasiyla 0.02+0.01- 0.01+0.01- 0.0140.00-
0.02+0.01 ppm Mn igerigi 0.03+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4 biyolojik kum
filtrelerinde sirasiyla 0.14+0.01- 0.13+0.01- 0.07+0.00- 0.1+£0.01 ppm Zn igerigi
0.28+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4 biyolojik kum filtrelerinde sirasiyla 1.44+0.01-
4.6+0.01- 4.67+0.00- 3.32+0.01 ppm, Fe igerigi 0.27+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4
biyolojik kum filtrelerinde sirastyla 0.3733+0.01- 1.07+0.01- 0.51+0.00 - 0.45+0.01
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ppm B igerigi 23.14+0,01 ppm iken, F1, F2, F3, F4 biyolojik kum filtrelerinde sirasiyla
14.43+£0.01- 9.86+0.01- 17.5+0.00- 17.97+0.01 ppm olarak analiz edildi (Sekil 4.2).

0,02 1,05 0,021
Mycobacterium Sacrum I (LN 0,18 0,45
003 1,01 0,08 0,07
Priestia Aryabhattai [ 025 SRR 051
002 08 00013 001 0,01
Enterobacter Hormeaechi I | 1,07
128 o1 913 0,02 0,14
kontrol o8 0,17DBERN L 037
0,16
0,09 2,36 0,03
saf ornek [ [ 097 EFl02]
0,05
0% 50% 100%

BCd Ni HPb mCr HCo HCu EMn HFe

Sekil 4.3. Farkli bakteriler uygulanan kum filtrelerinin ¢6p sizint1 suyu igeriginde
meydana gelen degisimler.

4.3. iZOLE EDILEN BAKTERILERIN SIVI BESIiYERI iCERISINDE AGIR
METAL BIOREMEDIASYON KAPASITELERI

Ni konsantrasyonu 10 ppm olan Sivi besiyerlerinde izole edilen E.H., P.A. ve M.S.
bakterilerinin Ni absorpsiyonlar1 bakteri tiirlerine gore istatistiksel olarak anlamli
farklar oldu (p<0.05) (Cizelge 4.3.)

Cizelge 4.3. Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium sacrum
numaral1 bakterileri s1v1 besiyerinde Nikel absorpsiyon degerleri.

Nikel (Siv1 Besiyeri)
Zaman (saat) Enterobacter  Priestia Mycobacterium
hormaechei aryabhattai  sacrum
24 0.10+0.02d 0.01+0.001d 0.13+0.01c
48 1.59+0.01c 1,41+£0.01c ~ 1.24+0.013b
72 4.24+0.01b 2.58+0.01a  1.98+0.05a
96 4.58+0.01a 6.03+£0.01b  2.00+0.01a

Duncan®® p<0.05

23



24 saat sonunda Enterobacter hormaechei , Priestia aryabhattai ve Mycobacterium
sacrum numarali bakterilerin absorbe ettikleri Ni konsantrasyonlar1 sirasiyla
(0.1040.02, 0.010.01, 0.13+0.01) ppm, 48. saatte (1.59+0.01, 1.41+0.01, 1.24+0.013)
ppm, 72. Saat te (4.24+0.01, 6.03+=0.01, 2.00+,0.05) ppm, 96.saat te (4.58+0.01,
2.58+0.01, 1.98+0.01) ppm dir (Sekil 4.3).

Ni Absorbsiyon (Sivi Besiyeri)

4 4,24 4,58

3 z
1,59
€,
0,13 1,98
1 1,24
0 ==
24 48 72 9%

Zaman Dilimleri (saat)

Enterobacter Hormeaechi

Priestia Aryabhattai == Mycobacterium Sacrum

Sekil 4.4. Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium sacrum
bakterilerinin Nikel absorbe etme miktarlarinin zamana bagli degisimi.

Pb konsantrasyonu 10 ppm olan Sivi besiyerlerinde izole edilen E.H., P.A. ve M.S.
bakterilerinin Pb absorpsiyonlar1 bakteri tiirlerine gore istatistiksel olarak anlamli
farklar oldu (p<0.05) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium
sacrum numarali bakterileri sivi besiyerinde Kursun absorpsiyon

degerleri.
Kursun (S1v1 Besiyeri)

Zaman Enterobacter Priestia Mycobacterium
(saat) hormaechei aryabhattai sacrum

24 1.09+0.01¢ 0.3740.05¢ 0.06+0.01¢

48 2.16+0.01b 0.38+0.06b 0.08+0.01¢c

72 2.77£0.01a 0.75+0.04c 2.86+0.04b

96 4.29+0.01d 1.09+0.01a 5.64+0.04a

Duncan®? p<0.05
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24 saat sonunda Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium
sacrum numarali bakterilerin absorbe ettikleri Pb konsantrasyonlar1 sirasiyla
(1.09+.01, 37+.05, 06+.01) ppm, 48. saatte (2.16+.01, 0.38+0.06, 0.08+0.01) ppm, 72.
Saat te (2.77+0.01, 0.75+0.04, 2.86+0.04) ppm, 96.saat te (4.29+0.01, 1.09+0.01,
5.64+0.04) ppm dir (Sekil 4.4).

Pb Absorbsiyon (Sivi Besiyeri) 5,64

mg /L
o = N w » (8] ()]

24 006 ag 008 72 96

Zaman Dilimleri (saat)

Enterobacter Hormeaechi

Priestia Aryabhattai == Mycobacterium Sacrum

Sekil 4.5. Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium sacrum
bakterilerinin Kursun absorbe etme miktarlarinin zamana bagli degisimi.

Cd konsantrasyonu 10 ppm olan Sivi besiyerlerinde izole edilen E.H., P.A. ve M.S.

bakterilerinin Cd absorpsiyonlart bakteri tiirlerine gore istatistiksel olarak anlamli
farklar oldu (p<0.05) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium
sacrum numarali bakterileri sivi besiyerinde Kadiyum absorpsiyon

degerleri
Kadmiyum (Siv1)

Giin Enterobacter hormaechei  Priestia aryabhattai  Mycobacterium sacrum
1 0.45+0.01c 0.01+0.002c 0.01+0.003b

2 0.76+0.05¢c 0.02+0.01c 0.02+0.01b

3 1.76+0.05b 0.25+0.01b 0.04+0.01a

4 1.83+0.03a 0.36+0.06a 0.05+0.01a

Duncan®? p<0.05
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24 saat sonunda Enterobacter hormaechei , Priestia aryabhattai ve Mycobacterium
sacrum numaralt bakterilerin absorbe ettikleri Cd konsantrasyonlar1 sirasiyla
(0.45+0.01, 0.0140.00, 0.01+0.,00) ppm, 48. saatte (0.76:+0.05, 0.02+0.01, 0.02+0.01)
ppm, 72. Saat te (1.76+0.05, 0.25+0.01, 0.04+0.01) ppm, 96.saat te (1.83+0.03,
0.36+0.06, 0.05+£0.01) ppm dir (Sekil 4.5).

Cd Absorbsiyon (Sivi Besiyeri)

1,76

1,5 1,83
—
~
)
€ 1 0,76

0,5

o;0% 00>
0 L
24 001 ag 902 72 9%
Priestia Aryabhattai ——— MycghasteriDitigtetirtsaaty— Enterobacter Hormeaechi

Sekil 4.6. Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai ve Mycobacterium sacrum
bakterilerinin Kadmiyum absorbe etme miktarlarinin zamana bagh
degisimi.

4.4. 1ZOLE EDILEN BAKTERILERIN TOPRAK KULTURU ICERISINDEKI
AGIR METAL BIOREMIiDiASYON KAPASITELERI

Saksi denemelerinde saksi igerisine 10 ppm konsantrasyonda Ni ile kirletilmis topraga
asilanan E.H., P.A. ve M.S. bakterilerinin Ni absorpsiyon potansiyelleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar olmustur (p<0.05). Yirmi dort (1.giin) saat
sonrasinda bakterinin absorbe ettigi Ni konsantrasyonu sirasiyla (0.1940.27,
0.02+0.01, 0.04+0.01 ppm), yedinci giinde ( 0.06+0.01, 0.07+0.01 0.04+0.01 ppm) 14.
giinde (0.06+0.01, 0.05+0.01, 0.07£0.01 ppm), 21. giinde (0.95+0.02, 2.09+0.01,
1.31+0.01 ppm) oldu.

Saksi denemelerinde saksi igerisine 10 ppm konsantrasyonda Pb ile kirletilmis topraga
asilanan E.H., P.A. ve M.S. bakterilerinin Pb absorpsiyon potansiyelleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar oldu (p<0.05). Yirmi dort (1.giin) saat sonrasinda

bakterinin absorbe ettigi Pb konsantrasyonu sirasiyla (0.01£,001, 0.07+0.01,
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0.01£0.00 ppm), yedinci giinde (0.02+0.01, 0.07+0.01, 0.05+0.01ppm) 14. giinde
(0.05+0.01, 0.08+0.01, 0.05+0.01 ppm), 21. giinde (0.09+0.01, 0.11=0.01, 0.08+0.01
ppm) oldu.

Saksi denemelerinde saksi igerisine 10 ppm konsantrasyonda Cd ile kirletilmis topraga
asilanan E.H., P.A. ve M.S. bakterilerinin Cd absorpsiyon potansiyelleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar olmustur (p<0.05). Yirmi dort (1.glin) saat
sonrasinda bakterinin absorbe ettigi Cd konsantrasyonu sirasiyla (0.04+0.06,
0.01+0.00, 0.01+0.00 ppm), yedinci giinde (0.01£0.00, 0.034+0.01, 0.01+0.00 ppm) 14.
giinde (0.01+0.00, 0.04+0.01, 0.02+0.01 ppm), 21. giinde (0.02+0.01, 0.07+0.01,
0.03+0.01ppm) oldu.

Sakst denemelerinde saksi topraginin mineral besin elementi igeriginde saksi
topraklarina asilanan E.H., P.A. ve M.S. bakterilerinin besin elementi absorpsiyon

potansiyelleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar oldu (p<0.05).

Toprak denemesinde bulunan B konsantrasyonunda sirasiyla birinci glinde (1.65+0.02,
1.68+0.01, 1.65+0.01 ppm), yedinci giinde (1.48+0.01, 1.54+0.01, 1.53+0.01 ppm),
14. giinde (1.44+0.01, 1.524+0.01, 1.52+0.01 ppm), 21. giinde ( 1.44+0.02, 1.43+0.02,
1.48+0.01 ppm) absorpsiyon oldu.

Zn konsantrasyonunda, birinci giinde (0.27+0.01, 0.13+0.01, 0.18+0.01 ppm), yedinci
giinde (0.05+0.01, 0.13+0.01, 0.184+0.01 ppm), 14. (0.05+0.01, 0.13+0.01, 0.11+0.01
ppm), 21. giinde (0.01+0.00, 0.06+0.01, 0.08+0.01 ppm) absorbsiyon oldul.

Cu konsantrasyonunda, birinci giinde (0.03+£0.01, 0.02+0.01, 0.03+£0.01ppm), yedinci
giinde ( 0.02+0.01, 0.03+0.01, 0.02+0.01 ppm), 14. giinde (0.02+0.01, 0.01+0.01
0.01£0.02 ppm), 21. giinde ( 0.041+0.05, 0.01£0.01, 0.01+0.01 ppm) absorbsiyon

oldu.

Fe konsantrasyonunda, birinci giinde (2.01+.01, 9.28+0.01, 11.53+£0.01 ppm), yedinci
giinde (1.97+0.01, 8.93+0.01, 5.45+0.01 ppm), 14. giinde (0.64+0.01, 1.56+0.00,
0.05+0.01 ppm), 21. giinde (0.54+0.01, 0.36+0.02,0.01+0.00 ppm) absorbsiyon oldu.
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Mn konsantrasyonunda, birinci giinde (0.12+0.01, 0.15+0.01, 0.18+0.01 ppm), yedinci
giinde (0.04+0.01, 0.07+0.01, 0.05+0.01 ppm), 14. giinde (0.64+0.01, 0.04+0.01,
0.05+0.01 ppm), 21. giinde (0.01+0.00, 0.02+0.01, 0.01+0.00 ppm) absorpsiyon oldu
(Cizelge 4.6, 4.7 ve 4.8).

Cizelge 4.6. Enterobacter hormaechei bakterisinin toprak denemesinde B, Zn, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb ve Cd agir metallerini absorbe etme miktarlar

Giin B Zn Cu Fe Mn Ni Pb Cd

1 1.65£0. 0.27£0. 0.04+0 2.01+0 0.12+0. 0.06+ 0.01+£0. 0.01%0.
02a 0la .05a .0la 0la 0.01b 00c 06a

7 1.48+0. 0.05+0. 0.03=0 1.97+0 0.04+0. 0.06= 0.02+0. 0.01+0.
01b 01b .0la .01b 01b 0.01b 0lc 00a

14 1.44+0. ,02+,01 0.02+0 0.64+0 0.01+0. 0.19+ 0.05£0. 0.02+0.
0lc c .0la .0lc 0001c  0.01b 01 00a

21 1.44+0. ,01+,00 0.02+0 0.54+0 0.01£0. 095+ 0.09£0. 0.42+,0
02c 0lc .0la .01d 0001c  0.02a 0la la

Duncan®® p<0.05

Cizelge 4.7. Priestia aryabhattai bakterisinin toprak denemesinde B, Zn, Cu, Fe, Mn,
Ni, Pb ve Cd agir metallerini absorbe etme miktarlari

Gin B Zn Cu Fe Mn Ni Pb Cd

1 1.68+0. 0.34+0. 0.03+0. 9.28+0.01 0.15+0 0.02+0. 0.03+0 0.01+£0.0
0la 0la 0la a .0la 01d .0lc 001c

7 1.54+0. 0.13£0. 0.02+0. 8.93+0.01 0.07+0 0.05+0. 0.07+0 0.03+£0.0
01b 01b 0lab b .01b 01b .01b 1b

14 1.52+0. 0.08+0. 0.01£0. 1.56+0.00 0.04+0 0.07+0. 0.08+0 0.04+0.0
01b 0lc 01b 0lc .0lc 0lc .01b 1b

21 1.43+0. 0.06+0. 0.01+£0. 0.36+£0.02 0.02+0 2.09+0. 0.11+0 0.07+£0.0
02c 01d 01b d .01d 0la .0la la

Duncan®® p<0.05
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Cizelge 4.8. Mycobacterium sacrum bakterisinin toprak denemesinde B, Zn, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb ve Cd agir metallerini absorbe etme miktarlari

Giin B Zn Cu Fe Mn Ni Pb Cd
1 1.65+0. 020+ 0.03 11.53= 0.18+0. 0.04+0. 0.01= 0.01+0.0
Ola 0.0l1a +0.0 0.0la Ola 0lc 0.001 002b
la c
7 1.53+0. 0.18+t 0.02 5.45+0. 0.05+0. 0.05+0. 0.05+ 0.01+0.0
01b 0.01lb +0.0 Olab 01b 0lc 0.01b 001b

lab
14 1.52+0. 0.11+£ 0.01 0.80+0. 0.05+0. 0.07+0. 0.05+ 0.02+0.0
01b 0.01c +0.0 1b 01b 01b 0.01b 1ab
2b

21 1.48+0. 0.08+ 0.01 0.33+0. 0.01+0. 1.31+0. 0.08+ 0.03+0.0
Olc 0.01d +£0.0 01b 0001c 0la 0.0l1a 1la
1b

Duncan®? p<0.05
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BOLUM 5

TARTISMA

Cevre dostu bir teknik olarak Bioremediasyon, kirlenmis toprak ve sudan agir
metallerin toksisitesini temizleme konusunda yiiksek bir potansiyele sahiptir.
Bakteriler, ¢esitli bioremediasyon yaklasimlarinin temeli olarak da hizmet eden, hiicre
zarlar1 boyunca tagima, bu hiicre duvari lizerinde edinim, hiicreler aras1 ve hiicre disi
yakalama, kompleks olusturma ve redoks reaksiyonu dahil olmak iizere metal toleransi
icin ¢esitli adimlar gelistirilmeye devam etmektedir. Bu tiir direnglerin ¢ogu i¢in
genetik faktorler plazmitlerde bulunur, ancak bazilari kromozomlarda da
bulunabilmektedir. Bakteriler hem ATP'ye bagimli hem de bagimsiz mekanizmalar
yoluyla agir malzemeleri alabilmektedir [62]. Bakteriler tarafindan da hiicre
duvarlarinda bulunan toksik elementler esastir. Gram-pozitif bakteriler, hiicre dist
matrislerinde metal-negatif bakterilere goére onemli Glglide daha fazla metal iyonu
kazanmaktadir. Mikrobiyal metalotiyoninlerin (MT'ler) metal metabolizmasinda
onemli bir rol oynadig1 ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak, metal iyonlarina toleransh
mikroorganizmalar, yiiksek diizeyde spesifik toksik metal iceren alanlardan
kaynaklanan agir metal kontaminasyonunun biyoremediasyonun igin kritik dneme
sahiptir [63]. Bakteriyel bioremediasyon islemi, adsorpsiyon, absorpsiyon,
sekestrasyon, detoksifikasyon, biyolojik olarak kullanilabilir veya daha az toksik veya
daha az c¢oziiniir form olarak doniistiirme gibi cesitli mekanizmalarla ¢evredeki
kirleticileri iyilestirebilmektedir [64]. Bir diger 6nemli mekanizma, inorganigi organik
formlara doniistirmek i¢in solunum yolu ile ¢alisan redoks doniisiimidiir [65].
Bakteriler ayrica sorpsiyon ve biyobirikim yoluyla metalleri hareketsiz hale

getirebilmektedir [64].
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5.1. COP SIZINTI SUYUNDA AGIR METAL GiDERIM VERIMLERIi

Bu calismada, dogal ortamdan izole edilen sirasiyla Enterobacter hormaechei,
Priestia aryabhattai ve Mycobacterium sacrum bakteri tiirlerinin su ve topraklardaki
agir metal igeriklerine etkisi aragtirllmistir. Biyolojik kum filtresinden gegirilen ¢op
sizint1 suyunda bakteri asilanmayan F1 hizli kum filtresinde orijinal ¢6p suyunun
baslangic degerlerine gore Cd konsantrasyonunda %11 oraninda azalma saglanmustir.
Bu durum Enterobacter hormaechei asilanan (F2) biyolojik filtrede %78, Priestia
aryabhattai bakterisi asilanan (F3) biyolojik filtrede %67, Mycobacterium sacrum

bakterisi asilanan (F4)’biyolojik filtrede %78 oraninda de Cd giderimi saglanmistir.

Kullanilan biyolojik filtrelerde ¢Op sizinti suyunun baslangi¢ degerlerine gore Ni
konsantrasyonlarinda sirasiyla F1, F2, F3 ve F4 biyolojik filtrelerden gecirilen ¢op
sizint1 suyunda (%46, %64, %57 ve %56), Pb konsantrasyonunda sirasiyla (%83, %99,
%75, %76), Cr konsantrasyonunda (%14, %41, %46 ve %19), Co konsantrasyonunda
(%20, %45, %60 ve %40), Cu konsantrasyonunda (%60, %80, %80, %60), B
konsantrasyonunda (%38, %58, %25, %23) oranlarinda azalmalar goriildii. Cop sizint1
suyundan izole edilen Enterobacter hormaechei bakterisinin ¢op sizint1 suyunda agir
metal gideriminde diger bakterilere gore daha yiiksek bir giderim sagladigi gorilii.
Sonug olarak dogal ortamindan izole edilen bu bakterinin diger bakterileri goére daha
yiiksek giderim verimi olusturmasi Ozellikle ¢op sizinti ve diger atik sularinda
kullanilabilecegini gostermektedir. Yapilan diger calismalarda bu bakterinin 6zellikle
atik sularin aritilmasinda kullanilmasin1 6nermektedirler. Kim, S.H ve arkadaslarinin
[66], yaptig1 bir ¢alismada E. hormaechei JH, biyolojik koku giderici sistemlerin
giderim verimliligini artirmak i¢in etkili olabilecegi, bu nedenle, E. hormaechei JH'nin
biyolojik koku gidermede kullanim igin olas1 bir aday oldugunu ve diger bakterilerle
uygun bir kombinasyon olusturulursa biyolojik koku giderme sistemlerinde etkili olma
potansiyeline sahip oldugunu Onermektedirler. Yine Nitrat kirliligi olan sularda
yapilan calismada Enterobacter hormaechei, sodyum siiksinat varliginda metanole
kiyasla 3.0 C/N oraninda denitrifikasyon orani (%98.7) ile ¢cok yiiksek verim sagladigi
ve atitk suyun biyodenitrifikasyonunda giiclii aday olarak kabul edilebilecegini
bildirmistir [67]. Yapilan baska bir ¢aligmada, E. coli'de yapay olarak indiiklenen

mutasyonun miilkemmel Cd metal tolerans1 gosterdigini ve biyoremediasyon siirecinin
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kisa siiresi boyunca Cd'yi etkili bir sekilde emdigini belirtmistir [68]. Priestia
aryabhattai ile yapilan bir ¢alismada organofosfor ile kirlenmis toprak ve sularin
aritiminda bu mikroorganizmanin etkili olacagi bildirilmistir [69]. Mycobacterium,
kendi ailesi olan Mycobacteriaceae goz 6niine alindiginda, Actinomycetota'nin bir
cinsidir. Bu cinste 190'dan fazla tiir taninmaktadir [70]. Bu cins, insanlarda tiiberkiiloz
(Mycobacterium tuberculosis) ve clizzam (Mycobacterium leprae) dahil olmak tizere
memelilerde ciddi hastaliklara neden oldugu bilinen patojenleri icermektedir [71]. Bu
nedenle bu mikroorganizmanin toprak ve sularin remediasyonunda kullaniminin insan
ve canli saglig1 agisindan ciddi riskler olusturabilecek olmasi nedeniyle kullanimi

tavsiye edilmemektedir.

5.2. SIVI BESIYERI VE TOPRAK KULTURUNDE, iZOLE BAKTERILERIN
AGIR METAL GIiDERIM VERIMLERI

10 ppm konsantrasyonunda Ni igeren Sivi besiyerine asilanan Enterobacter
hormaechei bakterisinin 24, 48, 72 ve 96 saatlerdeki agir metal absorpsiyonlar1 %1,
%15.9, %42.4 ve %45.8 oraninda olurken, toprak kiiltiiriinde 7, 14, 21 ve 28 giin
sonunda ise %0.6, %0.6, %1.9 ve %9.5 oraninda Ni absorpsiyonu olmustur. Bu durum
Priestia aryabhattai bakterisinde sivi besiyerinde sirastyla (%0.1, %14.1, %25.3 ve
%60.3) toprak kiiltiiriinde (%0.2, %0.5, %0.7 ve %?20.9), Mycobacterium sacrum
bakterisinde siv1 besiyerinde (%1.3, %12.4, %19.8 ve %20) toprak kiiltiiriinde (%0.4,
%0.5, %0.7 ve %13.1) olarak belirlendi.

10 ppm konsantrasyonunda Cd iceren Sivi besiyerine asilanan Enterobacter
hormaechei bakterisinin 24, 48, 72 ve 96 saatlerdeki agir metal absorpsiyonlar1 %4.5,
%7.6, %17.6 ve %18.3) oraninda olurken, toprak kiiltiirtinde 7, 14, 21 ve 28 giin
sonunda ise (%0.1, %0.1, %0.2 ve %4.15) oraninda Cd absorpsiyonu olmustur. Bu
durum Priestia aryabhattai bakterisinde siv1 besiyerinde sirasiyla (%0.1, %0.2, %2.5
ve %3.6) toprak kiiltiiriinde (%0.1, %0.3, %0.4 ve %0.7), Mycobacterium sacrum
bakterisinde s1v1 besiyerinde (%0.1, %0.2, %0.4 ve %0.5) toprak kiiltiiriinde ( %0.1,
%0.1, %0.2 ve %0.3 ) olarak belirlendi.
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10 ppm konsantrasyonunda Pb igeren Sivi besiyerine asilanan Enterobacter
hormaechei bakterisinin 24, 48, 72 ve 96 saatlerdeki agir metal absorpsiyonlari
(910.9, %21.6, %27.7 ve %42.9) oraninda olurken, toprak kiiltiiriinde 7, 14, 21 ve 28
giin sonunda ise (%0.1, %0.2, %0.5 ve %0.9) oraninda Pb absorpsiyonu olmustur. Bu
durum Priestia aryabhattai bakterisinde siv1 besiyerinde sirasiyla (%3.8, %3.8, %7.5
ve %10.9) toprak kiiltiirtinde (%0.3, %0.7, %0.8 ve %1.1), Mycobacterium sacrum
bakterisinde s1v1 besiyerinde (%0.6, %0.8, %28.6 ve %56.4) toprak kiiltiiriinde (%0.1,
%0.5, %0.5 ve %0.8) olarak belirlendi. Hem siv1 besiyerinde hemde toprak kiiltiiriinde
yapilan denemelerde Ni, Cd ve Pb gideriminde sirasiyla Enterobacter hormaechei,
Priestia aryabhattai, agir metal gideriminde Mycobacterium sacrum e gore daha
yiksek agir metal absorpsiyonlari ve performans gosterdi. Ayrica, Cd
absorpsiyonlarinda bu 3 izole bakteri susu Ni ve Pb kadar yiiksek absorpsiyon
kapasitelerine sahip olmamistir. Buna neden olarak Cd un toksik etkisinden
kaynaklanmasi olabilir. Sonug olarak Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai
bioremediasyonda kullanilma potansiyellerinin yiiksek oldugunu gostermektedir.
Yapilan bir ¢alismada izole edilen S. melonis ve E. hormaechei'ye benzer izole suslarin
biiylime hiz1 ve biyoremediasyon potansiyelleri Ni, Cu, Pb ve Cd ortamlarinda ve dort
metal karigimi altinda ve farkli pH larda denenmis ve pH 6 da 48 saat sonucunda en
yiikksek agir metal giderimine ulastiklar1 bildirilmistir [72]. Onceki sonuglar,
Sphingomonas cinsi suslarin, pentaklorofenol [73] ve Cd [74] gibi tehlikeli bilesenleri
[72] iyilestirebilecegini de ortaya koymustur. Agir metale direngli bakteriler,
metallerin toksisitesini azaltmak igin ¢esitli mekanizmalar kullanmaktadirlar. Bakteri
hiicre duvarinin bilesenleri, agir metallerin alinmasinda kilit rol tistlenmektedir [75].
Enterobacter, hiicre duvarlarinda metalleri baglayabilen lipopolisakkaritler ve
lipoproteinler iceren gram negatif bakteridir. Hem gram-negatif hem de gram-pozitif
bakteri suglarinin hiicre duvarmnin bilesenleri, agir metallerin hiicre zar1 boyunca
doniisimiinii  diizenlemektedir [76]. Gram-negatifte, fosfat gruplari, metal
baglanmasinda kritik bir rol dstlenmektedir [77]. Fosfat gruplarinin katildigi
bulunmustur. Pb ve Ni'nin Pseudomonas aeruginosa ASU6a gibi gram-negatif
bakterilerin hiicre duvarina baglanmaktadir [78]. E. hormaechei suslari, kirlenmis
topraklar i¢in potansiyel biyolojik iyilestirici maddeler olarak uygun oldugu ayrica
tanrmda PGPR ve fosfat ¢oziici bakteri olarak da kullanilabilecegini

bildirmisleridir[79]. Caligmada kullanilan ve agir metal iyilestirme &zelligi olan
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Priestia aryabhattai bakteri kirlenmis toprak ve sulardan izole edilmis ve arsenik
remediasyonunda potansiyel sahip oldugu [80] bildirilmis gram pozitif bir baktreridir.
Karadeniz’e tasmman sedimantasyonlardan izole edilen bakterilerden Priestia
mageterium izolatinin bazi agir metal tuzlari ile yapilan ¢alismasinda bioremediasyon
ve biyoteknolojik yaklagimlar i¢in potansiyel izolatlar hakkinda 6nemli ipuglari
verdigini bildirmistir[81]. Prestia megaterium ATCC 19213 susunun Al aliminda [82]
ve fosfat ¢oziicli etkisinin [83], Se toleransinin oldugunu bildirmislerdir [84]. Ayrica
calismalarda Priestia aryabhattai nin PGPR etkislerinden bahsedilmistir [69,85,86]

Agir metallerin neden oldugu toprak kirliligi ve su kirliligi diinyanin en ciddi tarimsal
ve ¢evresel sorunlarindan biridir [87]. Kadmiyum (Cd), kusun (Pb), Nikel (Ni), civa
(Hg) ve digerlerini iceren agir metallerin tarim topraklarinda ve su kaynaklarinda
birikmesi, insanlar, toprak, su ve eckosistemler i¢in ciddi saglhk riskleri
olusturabilmektedir. Birkag ¢alisma, farkli bitki organlarindan izole edilen endofitik
bakterilerin ¢esitli mekanizmalar1 diizenleyerek bitki gelisimine yardimci
olabilecegini ve agir metal alimini artirabilecegini bulmustur [88-90] Ek olarak,
endofitik bakterilerin ¢ogu, indol-3-asetik asit (IAA) ve sideroforlar firetir ve
mineralleri ¢oziindiiriir; bunlarin tiimii, bitki biiyiimesinin desteklenmesi ve HM'lere
kars1 tolerans i¢in potansiyel faydalarina isaret etmektedir. Sonug¢ olarak, bu
calismanin amaci, bugday konakgisi ile baglantili endofitik suslarin HM toleransini
incelemekti. Mevcut bulgular, bitki biiylimesinin desteklenmesinde ve HM kirliliginin

iyilestirilmesinde endofitik mikroorganizmalarin 6nemli roliini gostermistir [91,92].

5.3. ONERILER

Belediye ¢op s1zint1 sularinin yeraltisuyu kaynaklar tizerindeki etkisi, iilkelerdeki tath
su kiitlelerinin kirlenmesine bagl olarak 6zellikle ¢ogu kurak iilkelerde kiiresel ilgi
haline gelmistir. Artan kentsel niifus ve ekonomik faaliyetlere bagli olarak bu
depolama alanlarinin say1st ve depolama kapasiteleri artmaya devam ettik¢e, belediye
copliiklerinden sizintt suyu iiretimi daha da artmaktadir. Depolama sahasi sizinti
suyunun farkli bilesenleri arasinda bulunan ¢6ziinmiis organik maddeler, agir metal ile
baglanma potansiyeline sahiptir ve biyolojik olarak pargalanmadiklar igin diisiik
seviyede bile biyolojik sistem i¢in toksik 6zellikleri ile ylizey ve yeraltisuyu kalitesini

bozabilirler. Ayrica, sizintt suyunun biiyiik bir boliimiinii olusturan agir metaller
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biyobirikimli ve toksik oldugu kadar endokrin bozucu ve kanserojendir. Bu nedenle
Yiiksek konsantrasyon igerikli sizint1 sularinin agir metal ve toksisite 6zellikleri géz
Oniine alindiginda, toprak ve yeraltisuyu akiferlerine sizmasi halk sagligi i¢in ciddi bir
tehdit olusturmaktadir. Fakat, gelismekte olan tilkelerin ¢ogunda, yanlis yonetilen agik
depolama sahalari, kontrollii ve miihendislik {irlinii depolama alanlarinin isletme

maliyetlerine bagl olarak daha yaygin uygulanmaktadir.

Bioremediasyon islemi, kirleticileri zararsiz veya daha az zararli maddelere ayirmak
icin mikroorganizmalar1 kullanan uzun vadeli bir aritma islemidir. Bu islemlerde;
mikroorganizmalar ¢evresel kirleticileri fikse etme veya nihai {iriinlere doniistiirme
yetenegine sahiptir. Bu yontem, yalnizca gevresel kosullar mikrobiyal biiyiime ve
aktiviteye izin veriyorsa ise yarar. Kirleticileri par¢alayan mikroorganizmalar, kirletici

ile yakin temas halinde ve dogru yerde olmalidir.

Cevresel sartlara bagli olarak bu ¢aligmada Karabiik ili ¢evre sartlarina ve kirliligin
oldugu bolgelere adapte olmus mikro organizmalardan izole edilen 3 bakteriden
Enterobacter hormaechei, Priestia aryabhattai bakterileri bioremediasyonda
kullanilma potansiyelleri hem kirli sularin hem de agir metal kirliligi bulunan
topraklarda agir metal gideriminde yiiksek giderim verimi saglayacagini sonucuna
ulasildi. Izole edilen Enterobacter hormaechei ve Priestia aryabhattai bakterilerin
organik kirleticilerin gideriminde ¢alismalara s6z konusu olmus olup, atik sulardaki
agir metallerin giderim verimlerinde literatiirde ¢ok konu edilmemis olmasi bu

calismay1 bu yoniiyle 6zgiinlestirdigi diisiiniilmektedir.

Karabiik ili kentsel ¢cop atiklarinin depolandigi vahsi depolama alaninin ¢dp si1zinti
sular1 Kizilcadren yerleskesinin ¢ok yakininda gegerek soganli ¢ayina ylizey akislari
ile ulasmaktadir. Bu nedenle bu toksik ¢op sizint1 suyu hem soganli ¢ayimnin kirletici
konsantrasyonu artirmakta hemde yerleskenin yeraltisularina sizmasi ile de toplum
sagligini tehdit edici boyutta olabilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore ¢evresel
kirletici ¢op sizintt sularinin birikmis oldugu alandan izole edilen Enterobacter
hormaechei, Priestia aryabhattai bakterilerin de bulundugu bio ve fito remediasyon
metotlarinin birlikte uygulandig: diisiik maliyetli biyolojik su filtreleme tesisleri ile

1slah ¢aligmalarin1 yapilmasinin ¢6p sizinti sularimin yer alti ve yer {stii sularina
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karisarak zararl etkilerinin azaltilabilecegini gostermektedir. Ayrica Israil ve Ispanya
gibi iilkelerde yapilan c¢aligmalar bu atik sularin yeniden kullanim olanaklarimi
varligin1 gostermektedir. Buna ek olarak bu ¢alisma sonucunda ¢evresel sartlara adapte
olmus izole edilen bu mikroorganizmalarin bioremediasyon c¢alismalarina entegre
edilerek sizinti sularmin tekrar kullanilabilecek seviyelere getirilebilecegi

ongoriilmektedir.

Bu kapsamda ortaya koydugumuz sonuglarin gecerlilik sinirlarinin ve iyilestirme
verimlerinin detayl1 ¢aligmalar ile ortaya konulmasinin konun belirsizliginin ortadan
kaldirilmasi agisindan 6nemli olacagi ve ileriki bioremediasyon ¢alismalarina katkida
bulunacagi diisliniilmektedir. Buna ek olarak yapmis oldugumuz ¢alismada ¢6p s1zinti
sularinda agir metal giderim verimleri incelenen bu bakterilerin atik sulardaki diger
kirletici parametrelerin giderim verimlerinde yeni g¢alismalara konu edilmesinin
onemli olacag: diisiiniilmektedir. Ayrica, izole edilen bu iki bakteri tarim alanlarinda
bitki bliyliimeyi diizenleyici organizmalar olarakta literatiirlerde yer almaktadir. Bu
nedenle bu bakterilerin, bitki biiyltime diizenleyici rollerinin yaninda Cd ile kirlenmis
tarimsal alanlarda bitkilerdeki agir metal alimina etkisinin incelenmesinde bu ¢alisma

151k tutacaktir.
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