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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TOPRAKLARIN AGIR METALICERIKLERI UZERINE
CESITLI BAKTERI iIZOLATLARININ ETKILERI

Emrah YILDIRIM

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dal1
Bitki Besleme Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Serdar BILEN

Topraklardaki agir metal kirliligi ¢evresel problemlere sebep oldugu gibi, bunlarin
eksikligi de toprak-bitki-hayvan sisteminde ciddi dengesizliklere sebep olabilmektedir.
Agir metal igerigi yiiksek olan ve sorun teskil eden tarim alanlarinin 1slah ¢aligmalari
son zamanlarda yaygin olarak arastirilmaktadir. Bu calismada da topraklarin agir metal
igerikleri tizerine ¢esitli bakteri izolatlarinin etkileri arastirilmistir. Arastirmada
materyal olarak; 13 farkli bakteri izolat1 ve ¢imento fabrikasi baca dumanlarina maruz
kalmis tarim topraklarindan alinan toprak ornekleri kullanilmigtir. Calisma 2 asamada
yuriitilmistir.

I. Asamada 8 adet agir metal (Fe, Cu, Zn, Mn, Al, Ni, Cd ve Pb) ihtiva eden Nutrient
Broth igerisine 13 farkli bakteri izolatlar1 asilanmis, 2 saatlik inkiibasyon sonrasi
bakteriler tarafindan gerceklestirilen metal absorbsiyon kapasiteleri belirlenmistir.

II. Asamada ise ¢imento fabrikasi civarindan alian toprak orneklerine I. Asamadan
elde edilen ve etkinligi belirlenen 5 adet bakteri (Staphylococcus cohnii, Sphingobium
yanoikuyae, Vibrio hollisae, Xanthobacter flavus, Acinetobacter Iwoffi) izolatlari
asilanmig, 6 haftalik inkiibasyon sonrasi bakterilerin absorbsiyon kapasiteleri
belirlenmistir.

Arastirmada elde edilen sonuglara gore, S. cohnii nin toprakta en fazla Pb agir metalini,
S. yanoikuyae 'nin toprakta en fazla Al agir metalini, V. hollisae 'nin toprakta en fazla Al
agir metalini, X. flavus un toprakta en fazla Al agir metalini ve A. lwoffi 'nin toprakta en
fazla Al agir metalini absorbladigi belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar yiiksek oranda metal iceren topraklarin bioremediasyon
caligmalarina bu ¢alismadan elde edilen bakterilerin kullaniminin da biiyiik oranda katki
saglayacagi sonucunu ortaya koymustur.

2017, 35 sayfa

Anahtar Kelimeler: Agir metal absorbsiyonu, Bakteri metal absorbsiyon orani,
Toprak metal absorbsiyon orani, Bioremediasyon.



ABSTRACT

Master Thesis

BIOLOGICAL TREATMENT OF HEAVY METAL POLLUTION IN THE
SOILS

Emrah YILDIRIM

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Soil Science and Plant Nutrition
Department of Plant Nutrition

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serdar BILEN

The heavy metal pollution in the soil causes environmental problems, and their
deficiency can cause serious imbalances in the soil-plant-animal system. Rehabilitation
studies of agricultural areas with high heavy metal contents and problems have been
extensively investigated recently. In this study, the effects of various bacterial isolates
on the heavy metal contents of soils were investigated. In the research; Thirteen
different isolates of bacteria and soil samples taken from agricultural soils exposed to
chimney smoke were used in the cement factory. The study was conducted in 2 stages.

In the first step, 13 different bacterial isolates were grafted into Nutrient Broth
containing 8 heavy metals (Fe, Cu, Zn, Mn, Al, Ni, Cd and Pb) and metal absorption
capacities were determined by the bacteria after 2 hours of incubation.

In the second step Staphylococcus cohnii, Sphingobium yanoikuyae, Vibrio hollisae,
Xanthobacter flavus, Acinetobacter Iwoffi isolates were grafted to the soil samples taken
from the cement factory in the stage I. The absorption capacities of the bacteria were
determined after 6 weeks of incubation.

According to the results of the survey, S. cohnii had the highest amount of Pb heavy
metal in the soil, S. yanoikuyae had the highest amount of Al heavy metal in the soil, the
highest amount of Al heavy metal in the soil of V. hollisae, It was determined that Al
heavy metal and A. Iwoffi absorbed the most heavy metals in the soil.
The results show that the use of bacteria obtained from this study for bioremediation
studies of high-metal-containing soils will contribute greatly.

2017, 35 pages

Keywords: Heavy metal absorption, Bacterial metal absorption rate, Soil metal
absorption rate, Bioremediation.



TESEKKUR

Bu arastirmanin, planlanip yiiriitiilmesinde bilgi birikimi ve engin tecriibelerini
benimle paylasan, yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismamin her asamasinda destek
ve Ozverisiyle beni yonlendiren, bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim danisman

hocam Sayin Dog. Dr. Serdar BILEN e tesekkiirlerimi sunarim.

Yine egitimim boyunca bilgi ve katkilarindan yararlandigim Toprak Bilimi ve Bitki
Besleme Boliimii Bagkani Sayin Prof. Dr. Mustafa Yildirnm CANBOLAT’a ve Sayin
Yrd. Do¢. Dr. Adil AYDIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Yine bakteri kiiltiirlerinin saglanmasinda yardim ve emegi gecen Sayin Dog. Dr. Arzu

Ala GORMEZ’e tesekkiirlerimi sunarim.

Boliimde laboratuvar arastirmalarim siiresince yardimlarini eksik etmeyen Arastirma
Gorevlisi Saymn Serdar SARI ve Laborant Saymm Cihan VURAL'a tesekkiirlerimi

sunarim.

Maddi ve manevi olarak desteklerini eksik etmeyen, beni yetistiren aileme,

stikranlarimi ve sevgilerimi sunarim.

Emrah YILDIRIM
Nisan, 2017



ICINDEKILER

OZET ..ttt i
ABSTRACT .. i
TESEKKUR ..ottt sss ettt sttt ss bbbttt ii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ......cocooiiiiiiiiniiinseeese s Vi
SEKILLER DIZINI.....cocviiiiieiiiceccee ettt vii
CIZELGELER DIZINI ....ooviviiiiiiceeeeeeeeeeee ettt viii
| R ) 0 21 1T 1
2. KAYNAK OZETLERI ....coooviiiiiiiiiiinieese s 3
3. MATERYAL ve YONTEM........c.coovmiiiiieiieeieceeeeeeieses e sen s 8
3.1.1. Denemenin yliriitiildiigii alan ve genel 6zellikleri.........cccoooveiiiiiiiiiiiicie 8
3.1.1.a. Toprak 6rneginin alindiZ1 YOI .......ccccviiiiiiiiiiiieiie e 8
3.1.1.b. Deneme alaninin toprak 6zelliKIert ..........ccooveiiiiiiiiic e 8
3.1.1.c. Deneme alaninin iklim OzelliKIer ..........cocouviiiiiiiiiii e 9
3.1.1.d. Deneme alaninin tarimsal YaPISI ........ccurerieirirerieisiseeee e 9
312, SAKST ettt 10
3.1.3. INKUDAOT oottt 10
3.1.4. Agir metal COZEIHIETT.....cocviiiieiic e 9
3.1.5. Bakteri KGIHIIOTT ...cvveiiiiiiicieee e 9
R I o) 1175 1 o P PP PP PRRPPI 10
3.2.1. Toprak 6rneklerinin analize hazirlanmasi ...........ccccocveiiiiiiicni e, 10
3.2.2. Toprak analiz yONtEMIETT........coiverriiiieiii e 11
3.2.2.2. TOPraK reakSIYONU ........ciuiiiieiiiiiii ettt 11
R IV o T NG 1 (1o 111 1 o DT 11
3.2.2.C. Organik MAadde .........cccoiiiiiiiee e 11
3.2.2.d. Katyon degisim kapasitesi (KDK) .......cccooiiiiiiiniiieee e 11
3.2.2.e. Degisebilit K Ve Na ....c.cooiiiiiiiiiiiiic e 11
3.2.2.f. De@iSebilir Ca + M@..ccuiiiiiiiieiiieieeie et e 12
3.2.2.2. EIVEriSI fOSTOT ..eiiiiiiiiiiiiiie s 12
KT ¢ O 0] o] 14 I . | RSOSSN 12



3.2. 2.0, EIEKEITK TIEEKENTTK .. ... eeneeeennnnes 12

3.2.2.]. TOPrak tEKSLUITL .....veveviiiiiiieieeieee e 12
3.2.2.k. Mikro element ve agir metal analizleri (Fe, Cu, Zn, Mn, Al, Ni, Cd, Pb,B)..12
3.2.3. BiyolojiK YONTEMICT ... .cciviiiiiiiiiiie ettt 13
3.2.3.a. Metal ¢ozeltilerinin hazirlanmast ...........ccoevviiiiiiiiiiic e 13
3.2.3.b. NB igerisinde agir metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ...........cccccoeviiiiiieennn. 13
3.2.3.c. Bakteri ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.............cccoveeeiiiiiie i 14
3.2.3.d. Metal Absorbsiyon Kapasitesinin Belirlenmesi..........cccccevvvvvveiiieveiieinenne 15
3.2.3.e. Toprak Materyalindeki Bakteri ve Mantar Sayisinin Tespiti:..........ccccceeueee. 15
3.2.3.f. Topraklarin CO2 miktarinin teSPiti .......cccvvevereeiiririiieiiseseese e 15
3.2.3.2. DENeME PLaNI.....cciuiiiiiiiieiii e 15
3.2.4. Istatistiksel analiz yONtEMIETT ........ccvveeevereriiieceeieieee et 16
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ........coooiiiiiiiieiic e 17
4.1. Deneme Alan1 Topraklarmin Bazi Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri.................. 17
4.2. Nutrient broth ¢ozeltisinin agir metal igerikleri ........ccoooeiiieiiniiiiiiiice 18
4.3. Nutrient Broth Cozeltisine Agir Metal [1avesi .........coocevvicveriieriicesiceeeens 18
4.4. Nutrient Broth Cozeltisine Bakteri Ilavesinin Etkileri..........ccocovevevevrrereernne. 19
4.5. Bakterilerin Toprakta Metal Absorbsiyon Kapasiteleri Uzerine Etkileri............ 21
4.5.1. Staphylococcus cohnii bakterisinin toprak agir metal igerigine etkisi ............. 21
4.5.2. Sphingobium yanoikuyae bakterisinin toprak agir metal i¢erigine etkisi......... 22
4.5.3. Vibrio hollisae bakterisinin toprak agir metal i¢erigine etkisi ...........c.cervennee. 24
4.5.4. Xanthobacter flavus bakterisinin toprak agir metal igerigine etKisi................. 25
4.5.5. Acinetobacter Iwoffii bakterisinin toprak agir metal icerigine etkisi ............... 27
5. SONUCLAR ve ONERILER ...........cococooiiiiiiiiceeeeeecee e 29
LN N I SRS 31
OZGECMIS oottt 35



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

% Yiizde

°C Santigrad Derece

Da Dekar

dS/m Desi Siemens/metre

g Gram

ha Hektar

kg Kilogram

me Mili Ekivalan

mg Miligram

mm Milimetre

ppm Milyonda Kisim

NB Nutrient Broth

NA Nutrient Agar

cfu Cell Unit Forming

KDK Katyon degisim Kapasitesi
cm Santimetre

mmhos Elektriksel-Kondaktivite
um Mikrometre

I Litre

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1. Nutrient Agar besi ortaminda gelistirilen bakteri kiiltlirleri. ..........c.cccoeeeene. 14
Sekil 3.2. Nutrient Broth icerisindeki agir metal ¢Ozeltisi.......cccvevvveiviiiiiiieniiieiiiien, 14
Sekil 4.1. Staphylococcus cohnii (Bakteri 44) bakterisinin topraklara uygulanmasini

takiben 6 haftalik inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal

miktarlaria bagli % degisim oranlari..........cccocevveiiiiinieiii e 22
Sekil 4.2. Sphingobium yanoikuyae (Bakteri 44) bakterisinin topraklara

uygulanmasini takiben 6 haftalik inkiibasyona birakilan topraklarin

agir metal miktarlarina bagli % degisim oranlart.................. Hata! Yer isareti

tanimlanmamus.
Sekil 4.3. Vibrio hollisae (Bakteri 105) bakterisinin topraklara uygulanmasini

takiben 6 haftalik inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal

miktarlarina bagli % degisim oranlari..........cc.cceoviiiiiienii e 24
Sekil 4.4. Xanthobacter flavus (Bakteri 132) bakterisinin topraklara uygulanmasini

takiben 6 haftalik inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal

miktarlaria bagli % degisim oranlari..........cccoceviiiiiiiniiii e 26
Sekil 4.5. Acinetobacter Iwoffii (Bakteri 180) bakterisinin topraklara uygulanmasini

takiben 6 haftalik inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal

miktarlarina bagli % degisim oranlari..........cccoceviiiiiiiiiiiiie 27

vii



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 3.1. Kiiltiir koleksiyonundan elde edilen ve bu arastirmada kullanilan

DAKEErTIErin lISTESI. ...ovivieiiicieice s 10
Cizelge 3.2. Sulama Sularinda Agir Metallerin izin Verilebilir Degerlefi..................... 13
Cizelge 3.3. Sulama Sularinda Agir Metallerin Izin Verilebilir Degerleri

tablosunun kisa siireli kullanim miktarlar1 géz dniine alinarak

hazirlanan agir metal GiZEeIZeS1 ......vevvveiiiiiiieiie e 14
Cizelge 4.1. Deneme alani topraklarinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri............... 17
Cizelge 4.2. NB besiyerinin agir metal i¢erikIeri ........covvveiiiiiiiiiiiiiiieecc e 18

Cizelge 4.3. NB besi ortaminin agir metal igerikleri ve ilave edilen agir metal
MIKEATIATT. oo 19
Cizelge 4.4. NB Besiyerine ilave edilen 13 adet bakteri izolatinin inkiibasyonu sonrasi
elde edilen agir metal icerikleri (ppm) ve absorbsiyon oranlari...Hata! Yer

isareti tanimlanmamus.

viii



1. GIRIS

Toprak kirliligi, topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin insan miidahalesi
sebebiyle bozulmasi olarak tanimlanabilir. Giiniimiizde endiistriyellesmenin artmasi ve
bu endistriyellesme sonucu ortaya cikan bilingsiz sanayi kuruluslarinin atiklarinm

dogaya birakmasi dogaya biiyiik bir zarar vermektedir.

Dogaya bilingsiz bir sekilde birakilan bu atiklar sliphesiz topragin altinda ve {istliinde
bulunan organizmalara dogrudan veya dolayli ciddi zararlar vermektedir. Diinya
tizerinde bulunan topraklar birbirinden farkli oranlarda kirletilmesine karsin, en fazla
risk topraga bagli yasamini devam ettiren canlilar iizerine olmaktadir. Bu durum
topraktaki kirlenmeye neden olan kirleticilerin meydana getirdigi riskleri bir an once

kaldirilmasi durumunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Topraklarin agir metallerle kirlenmesi, sanayilesme ve giiniimiizde yogunlasan tarim
faaliyetleri sonucunda olusabilecegi gibi, blinyesinde agir metal iyonlarini barindiran
kayaglarin farkli yollarla su ve topraklara intikali sonucunda da olusabilmektedir. Atom
agirliklar1 63 ile 200 arasinda bulunan kadmiyum, arsenik, civa, kursun ve krom gibi

metaller bu sekilde dogaya yayilabilmektedir (Anonim 2006).

Agir metaller yer kabugunda dogal olarak bulunurlar. Toprak igerisinde bulunan agir
metaller; 1- mikrobiyal yasam dongiisiine, 2- topragin fiziksel ve kimyasal yapisina, 3-
biyolojik cesitliligine, 4- toprak iizerinden elde edilen iirlinlerdeki kalitenin ve verimin
azalmasina, 5- bitki doku ve organlarinda birikimine, 6- bitkideki generatif ve vejetatif
organlarin gelisimindeki bozukluklara, 7- bitkide stoma hareketleri, transpirasyon,
enzim faaliyeti, fotosentez gibi bircok fizyolojik olaylar1 olumsuz yonde etki
etkilemesine ve 8- canlilarin yasam dongiisiine dogrudan veya dolayl bir etki yaptigi

i¢in arastirilmasi gereken konularin basinda gelmektedir (Anonim 2006).



Insanoglunun yiiksek gelir elde etme istegi, tarim arazilerini ama¢ dis1 kullanima
(kentlesme, sanayilesme vb.) yonlendirmis ve bunun sonucunda bilingsizce kurulan
yapilar, ¢evre i¢in biiyiik bir kirlilik kaynagi olusturmustur. Zirai faaliyetler igin
kullanilan; giibre, hormon ve pestisit gibi kirleticilerde ¢evre ve toprak Kirlenmesine

etki etmektedir (Karaca ve Turgay 2012).

Bu aragtirma bazi bakteri izolatlarinin sivi ortamda ve toprak ortaminda agir metal
absorpsiyon kapasitelerini belirlemek, ytiksek absorpsiyon kapasitesine sahip bakterileri
izolatlarmin fazla miktarda agir metal ihtiva eden topraklarin metal igeriklerinin

azaltilmasi yoniinde kullanilabilme olanaklart arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Agir metaller, 6 g/cm® den daha biiyiik atomik yogunluga sahip metaller ve
metalloidlerden olusan elementlerdir. Agir metallerin ¢evreye yayilmasinda etken olan
en 6nemli endiistriyel faaliyetler ¢imento tiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller,
cam iiretimi, ¢dp ve atik camur yakma tesisleridir (DIE 2003). Bir sekilde gevreye
birakilan c¢esitli kirletici atiklar dogaya ve topraga biiyilk zararlar vermektedir.
Atiklarinin bosaltildig1 alanlarda topraklar kirlenmekte ve kirliligin giderilmesi igin

yiiksek maliyetli projeler gelistirilmektedir (Arhan 1986).

Kirlenmis toprak yiizeylerinden yagmur sularmin etkisiyle tasinan agir metaller ¢cok
onemli bir kaynak olan, yeraltinda bulunan i¢gme sularii da kirletmektedir. Bu sularin

Kirlenmesi sonucu bir¢ok canli organizma biiyiik zarar gormektedir (Freeze and Cherry
1997).

Agir metallerin bir kismi toprak ekolojisinde bulunan bazi canli organizmalarin yagam
dongiisiinii devam ettirebilmesi i¢in gereklidir. Bu sebeple dogada bulunan agir
metallerin diger canlilarla etkilesimi biiyiikk bir 6neme sahiptir. Topraklarda bulunan
agir metallerin fazlalig: kirlilige sebep olabildigi gibi, ayn1 zamanda bunlarin eksikligi
hayvan-bitki-toprak iliskisinde biiyiik sikintilara neden olabilmektedir. Bu sebeple, agir

metallerle hayvan-bitki-toprak arasindaki dengenin saglanmasi énemlidir (Tiirkoglu 200

Yapilan birgok g¢alismada 6zellikle Pb, Cr, Ar, Zn, Cd, Hg ve Ni yaygin metaller
tarafindan topraklarin fazlasi ile metal kirliligine maruz kaldiklar1 ve bu agir metallerin
kimyasal ve biyolojik olarak zararli olabilecekleri ifade edilmektedir (Wuana and
Okieimen, 2011).

Topraklardaki agir metalin uzaklastirilmasinda biyolojik faktorlerin  kullanildig:
calismalar i¢inde biyosorpsiyon, adsorpsiyon ve bioremediasyon metotlari

kullanilmaktadir (Hussein et al. 2004). Biyosorpsiyon; bakteri, yenge¢ kabuklari,



fungus ve alg gibi biyomateryaller kullanilarak metal iceren diisiik konsantrasyon ve
yiiksek hacimli atik sularin iyilestirilmesi i¢in uygun maliyetli biyoteknolojik bir
yontem olarak bilinmektedir. Biyosorpsiyonun gergeklesmesi i¢in en uygun sartlarin
saglanmas1 gerekmektedir. Biyosorpsiyon yontemi pH, metal iyonunun tiirii, sicaklik,

konsantrasyon gibi bir ¢ok fizikokimyasal olaydan etkilenmektedir (Chubar 2004).

Biyosorpsiyon yonteminde, biyosorpsiyon kapasitesi sadece biyokiitle tiiriine baglh
degildir. Bunun yaninda metal iyonunun tiirli, konsantrasyonu, vb. bir¢ok nedene bagl
oldugu da unutulmamalidir. Metal baglama kapasitesine sahip biyokiitle tiirleri
izerindeki c¢aligmalar 1985 yilindan itibaren hiz kazanmistir. Aritma amaciyla
kullanilan biokiitlelerin se¢iminde kolay elde edilebilirlik 6nemli bir faktordiir.
Biokiitlenin dogada kolay bulunabilen hatta atitk maddelerde bulunan tiirleri tercih
edilmelidir. Bazi1 biyosorbentler herhangi bir oOncelik olmaksizin agir metalleri
baglayabilmesine ragmen bazilar1 sadece belli tip agir metalleri baglayabilmektedir.
Agir metal biyosorpsiyonunda kullanilacak biyokiitleler secilirken goéz Oniinde
bulundurulmasi gereken en onemli faktorlerden biride biyokiitlenin kokenidir. Agir
metal biyosorpsiyonunda kullanilacak biokiitleler endiistriyel atiklardan veya dogadan

elde edilebilen ve hizli ireyen mikroorganizmalardan secilmelidir (Volesky 2003).

Adsorpsiyon ise bir ¢ozeltide bulunan metallerin 6lii biyokiitle vasitasiyla azaltilmasi
veya temizlenmesidir. Organizmalarin dig ylizeyleri negatif yiikle kapli oldugundan
pozitif yiiklii metal iyonlarimi dis yiizeylerine adsorbe ederler (ilier and Mavituna 1991;
Volesky 2004)

Baz1 biyokiitleler ile agir metal giderimi ¢alismalarinda, 6lii (isitilarak oldiiriilmiis,
asit/baz veya kimyasal islemlerle oldiiriilmiis) veya canli hiicrelerin metal alabilme
kapasiteleri karsilagtirilmis, cogu kez 6lii durumdaki mikroorganizmanin daha yiiksek
adsorplama kapasitesine sahip oldugu gozlenmistir. Bunun sebebinin de Kirleticilerin
hiicreye taginmasi sirasinda engelleyici herhangi bir metabolik olayin gerceklesmemesi,
6lii hiicre membraninin gegirgenliginin artmasi ve mikroorganizmanin 6liimiinii takiben

hiicre yilizey Ozelliklerinin degismesi oldugu agiklanmistir. Isil igslem ile Oldiirme,



kurutma ve graniil hale getirme, formaldehit, deterjan gibi organik kimyasallarin
kullanimi, inorganik kimyasallarin (NaOH, HCI, HNOs;, H,SO,;, NaHCOs; CaCl,)
kullanim1 gibi mikroorganizma hiicrelerini 6ldiiren bazi 6n islemler yapilmaktadir. Bu
on islemlerden, kurutma ve graniil hale getirme islemlerinin biokiitlenin adsorpsiyon

kapasitesini 6nemli dl¢iide arttirdigi goriilmistiir (Tsezos and Volesky 1981).

Adsorpsiyon, bir katinin ya da bir stvinin smir ylizeyindeki konsantrasyon degismesi
olarak da tanimlanabilir. Kat1 ya da sivi ylizeylerine degmekte olan gazlar ya da
¢oziinen maddelerin bu yiizeylerde tutunmalarina adsorpsiyon, bu maddeleri yiizeyinde

tutan faza adsorplayici, tutunan maddeye de adsorplanan denir (Bulut 2003).

Bioremediasyon, mikroorganizmalar kullanilarak zararli maddeleri toksik olmayan
bilesiklere doniistiiren bir islem olup, toprak igerisindeki tehlikeli atiklarin aritilmasi
icin kullanilan timit verici tekniklerden biridir. Bakteriler zararli atiklari, zararsiz yan
tiriinlere dontistiirdiikten sonra ya oOliirler ya da sayilart bakimindan normal popiilasyon
diizeyine ulasirlar. Bdylece ekolojik denge bozulmaz. Biyoremediasyon olayinda
kontaminant maddeleri pargalayabilen ve onlar1 toksik olmayan yan {irlinlere
doniistiiren mikroorganizmalarin biiylimeleri tesvik edilerek mikroorganizmalarin dogal
olan bu prosesinden yararlanilir. Yani bioremediasyon uygulamasi atiklarin dokiildigi
bolgeye besin aktarimi yapilarak, topragin bakteri kompozisyonuna gore, dogal olarak
toprakta bulunan bakterilerin etkin duruma gegirilmesi ya da topraga yeni bakteriler
aktarilmas1 seklinde olabilir. Mikroorganizmalar kontaminantlara maruz kaldiginda
artan bir yetenek ile bu maddeleri par¢alama yoniinde bir gelisme gosterirler. Genellikle
bu toksik maddeyi pargalayarak enerji elde eden strainler 6n plana c¢ikmaktadir

(Cookson 1995; Alexander 1999).

Bioremediasyonda kullanilabilecek bakteri ve mantar tiirleri giiniimiizde bir¢ok
aragtirmaci tarafindan arastirilmaktadir. Buna en giizel 6rneklerden birisi de Geobacter
metallireduces adli bakteridir. Bu bakterinin madencilik ¢alismalar1 sonucunda drenaj
ve yeralti suyundaki uranyumun zararli etkilerini ortadan kaldirabildigi ifade
edilmektedir (EPA 1995).



Acinetobacter strainleri yaglarin pargalanmasinda ve agir metallerin ortamdan
uzaklagtirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Rusansky et al., 1987, Boswell et al.,
2001; Francisco et al., 2002). Bu bakterinin ayn1 zamanda zararl atiklarin yikanmasi ve
ortamdan uzaklastirilmasinda, toprak, temiz su, atik su ve bazi atiklarin bertaraf
edilmesinde 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Acinetobacter strainleri dnemli biolojik
tiriinler tiretmektedir, bu nedenle tip, ¢evre ve biyoteknoloji agisindan fazlasi ile dikkat

¢ekmektedir (Abdel-El-Haleem, 2003).

Yapilan bazi calismalarda agir metal ve PAH (poliakrilamid hidrokarbon) igerikli
topraklarda mikrobiyal remediasyon materyali olarak V. alginolyticus izolatinin
kullanilabilecegini ifade edilmistir (Daugulis and Janikowski 2002; Cunliffe and
Kertesz, 2006; Wang et al. 2013).

X. flavus bakterisinin agir metal absorbsiyon kapasitesinin mevcut oldugunu, pestisit ve
herbisitlerde yaygmn olarak bulunan hidrokarbonlarin pargalanmasinda X. flavus
bakterisinin biiyiik rol oynadigin1 ve kimyasal kirleticiler, kumlu topraklar ve atiksular
icin mikrobiyal pargalayict oldugunu ifade edene ¢alismalar mevcuttur (Olaniran et al.

2001; Lee et al. 2002a; Lee et al. 2002b; Song et al. 2003).

Hardman et al. (1986) dort Pseudomonas ve iki Alcaligenes tiirii bakterileri
topraklardan izole etmis ve bunlar1 alkanoik asit ihtiva eden ortamlarda gelistirdikten
sonra bu bakteri tiirlerinin 2 veya daha fazla agir metale (Hg, Se ve Al) kars1 dayanikli

olduklarini ve agir metal absorbe etme yeteneklerinin oldugunu ifade etmistir (Hardman

et al., 1986).

El-Hendawy et al. (2009), yaptig1 bir calismada sirasi ile maksimum tolere edilebilir 2.5
mM, 4 mM, 2.5 mM and 3.5 mM Cd, Cu, Pb ve Zn metallerinin elektron mikroskobu
altinda agir metal bakteri hiicresi tarafindan absobsiyonunu arastirmis ve c¢alisma
sonunda 20% Cd, 31% Cu, 40% Pb ve 45% Zn metalinin bakteri hiicre ¢eperi tarafindan

absorbe edildigini belirlemistir. Yapilan bu c¢alismanin laboratuar ortamlarinda agir



metallerle yilikli ortamlarin bioremidasyonunda bu bakteri izolatlarinin metal

absorbsiyonuna katkida bulunabilecegini ifade etmistir.

Endiistriyel atik sularindan metal iyonlar1 precipitation, oxidation veya reduction
metotlar1 ile kimyasal olarak uzaklastirilabilmektedir. Bu metodlar ¢ok yiiksek maliyetli
olduklar1 i¢in son zamanlarda mikroorganizmalar yaygin olarak kullanilmaya
baslanmigtir ((Volesky, 1990; Vidali, 2001). Biosorbsiyon ve bioakiimiilator gibi
biyolojik metotlar kimyasal metotlara karsi alternatif bir metot olarak Onerilebilirler

(Kapoor and Viraragharan, 1995).

Bosecker (2001), metalleri ¢ozilinebilir hale getirebilen mikroorganizmalarin mutasyon
ve seleksiyonla genetik anlamda gelistirilmesinin, bioremediasyon teknolojilerinin

gelecekteki uygulamalarin arttiracagini vurgulamistir.

Bu arastirma bioremediasyon ¢alismalarina katkida bulunacagi diisiiniilerek bazi bakteri
izolatlarinin sivi ortamda ve toprak ortaminda agir metal absorpsiyon kapasiteleri
belirlendikten sonra yiiksek oranda agir metal ihtiva eden topraklarin metal igeriklerinin

azaltilmasi i¢in belirlenen bakteri izolatlarinin kullanilabilme olanaklar1 arastirilmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Denemede materyal olarak toprak ornegi, saksi, inkiibator, agir metal ¢ozeltileri, gesitli

bakteri kiiltiirleri kullanilmistir.

3.1.1. Denemenin yiiriitiildiigii alan ve genel 6zellikleri

Denemeye materyal teskil eden toprak drneklerinin alindigi yerin 6zellikleri ile iklim ve

tarimsal yapist asagida verilmistir.

3.1.1.a. Toprak orneginin alindig1 yer ve topraklarin ozellikleri

Askale Cimento Fabrikasi civarinda bulunan, riizgar yonii ile ayni1 istikamette kalan ve
uzun yilardir Cimento Fabrikasi bacalarindan salinan gazlara maruz kalmis tarim

alanlarinin 0-20 cm derinliginden alinan toprak 6rnekleri kullanilmistir.

3.1.1.b. Deneme alanimin toprak ozellikleri

Erzurum-Kars Boliimiiniin en batisinda yer alan Askale, Erzurum sehrinin batisinda
olup, 52 km uzakliktadir. Karasu irmagi, Erzurum ovalarindan (Daphan Ovasi) ¢iktiktan
sonra ilk vadi tabanmi burada olusturur. Iklim ozelliklerine bagl olarak Karasu vadi

tabaninda vejetasyon formasyonu steptir. Steplerin altinda ise yaygin olarak kestane

renkli topraklar hakimdir (Sever, 2000).



3.1.1.c. Deneme alaninin iklim ozellikleri

Karasal iklimin hakim oldugu ydrede yillik ortalama sicaklik 6.9 °C dir. Donlu giin
sayist 155 giin kadardir. Yillik ortalama yagis miktar1 393.3 mm dir. Bu yagislarin %
39.7’si ilkbahar aylarinda diismektedir (Sever 2000).

3.1.1.d. Deneme alaninin tarimsal yapisi

flgede toplam alam 1.472.650 de olan arazinin, kiiltiir arazisi olan 198.793 de arazinin
149.095 de’lik boliimiinde kuru tarim, 49.698 de’lik boliimiinde sulu tarim yapilmakta,
41.218 de arazi de nadasa birakmaktadir (Anon, 2013). Ilklim sartlariin uygun
olmamasi nedeniyle sebze ve meyvecilik aile isletmeciligi seklinde yapilmaktadir. Dogu
Anadolu Bolgesi'ndeki en biiyiik yatirimlardan biri olan Kuzgun Sulama Baraji, tarimda
[lgenin birinci simf arazisini bulunduran "Daphan Ovasi’ni ve Ilgeye bagli Gokgebiik,
Caykoy, Tazegiil, Karabiyik ve Kiigiikgecit koylerinin tarim arazilerini de sulamaktadir
(MEB 2013). Bolge topraklarinda genel olarak bugday, arpa, misir, lahana, seker

pancari ve patates yetistirilmektedir.
3.1.2. Agir metal c¢ozeltileri
Igerisinde Fe: 10 ppm, Cu: 5 ppm, Zn: 5 ppm, Mn: 20 ppm, Al: 10 ppm, Ni: 1 ppm, Cd:

0,05 ppm, Pb: 20 ppm ve B: 2 ppm ihtiva eden metal konsantrasyonlar1 Nutrient Broth

¢ozeltisinde hazirlanarak kullanilmustir.

3.1.3. Bakteri kiiltiirleri

Bu arastirmada daha oOnceden izole edilerek tanimlamasi yapilmis kiiltiir
koleksiyonunda bulunan bakteri izolatlar1 kullanilmistir. Kullanilan bakterilerin listesi

Cizelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakteri izolatlar1 ve kodlar1

No Bakteri Ad1 Bakteri Kodlar:
1 Staphylococcus cohnii 44
2 Sphingobium yanoikuyae 73
3 Vibrio hollisae 105
4 Xanthobacter flavus 132
5 Staphylococcus hominis 143
6 Stenotrophomonas maltophilia 157
7 Acinetobacter calcoaceticus 165
8 Acinetobacter Iwoffii 180
9 Micrococcus luteus 190
10 Arthrobacter aurescens 192
11 Rhodococcus erythropolis 204
12 Arthrobacter globiformis 209
13 Bacillus megaterium 298

3.1.4. Saks1

Denemede, 20x18 cm ebatlarinda polietilen kahverengi saksilar kullanilmistir.

3.1.5. inkiibator

Bakteri agilanmis agir metal igerikli ¢ozeltilerin, bakteri kiiltiirlerinin inkiibasyonu igin

28°C’de sicakligi ayarlanabilen steril kabinler kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Toprak érneklerinin analize hazirlanmasi

Denemede kullanilan toprak 6rnekleri laboratuvara getirilip havada kurutulduktan sonra
2 mm’lik elekten gegirilmistir. Plastik kaplarda muhafaza edilen toprak ornekleri
tizerinde kimyasal, fiziksel ve biyolojik analizler yapilmistir. Saks1 denemesinde ise 4

mm’lik elekten ge¢irilmis toprak 6rnekleri kullanilarak deneme kurulmustur.
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3.2.2. Toprak analiz yontemleri

Arasgtirma topraklarinin bazi fiziksel ve kimyasal analizleri asagidaki ana basliklar

altinda ele alinmustr.

3.2.2.a. Toprak reaksiyonu

Topraklarin pH’lart 1:2.5’luk toprak-su oraninda cam elektrotlu Beckman pH metresi

ile 6lglilmistiir (Handershot et al. 1993).

3.2.2.b. Kire¢ miktari

Topraklarin kireg igerikleri Scheibler Kalsimetresi ile voliimetrik olarak saptanmistir

(Goh et al. 1993).

3.2.2.c. Organik madde

Topraklarin organik madde igerikleri Smith-Weldon yontemiyle belirlenmistir (Tiessen

and Moir 1993).

3.2.2.d. Katyon degisim kapasitesi (KDK)

Topraklarin sodyum asetatla (1 N, pH=8.2) doyurulup amonyum asetatla (1 N, pH=7.0)
ekstrakstrakte edilen soliisyonlarinda atomik absorbsiyon spektrofotometresinde
sodyum okumasi yapilarak KDK degeri belirlenmistir (Rhoades, 1982).

3.2.2.e. Degisebilir K ve Na

Topraklarin degisebilir K ve Na katyonlari, amonyum asetatla (1 N, pH=7.0) calkalanip
ekstrakte edilmis ve alev fotometresinde okunarak belirlenmistir (Knudsen et al. 1982).
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3.2.2.1. Degisebilir Ca + Mg

Topraklarin  degisebilir Cat+Mg katyonlari EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit)
yontemiyle titrasyonla tespit edilmistir (Lanyon and Heald 1982).

3.2.2.9. Elverisli fosfor

Topraklarin ~ fosfor igerikleri molibdofosforik mavi renk yoOntemine gore

spektrofotometrede okunarak belirlenmistir (Olsen and Sommers 1982).

3.2.2.h. Toplam azot

Toprak orneklerinin azot igerigi, Kjeldahl yontemiyle belirlenmistir (Mc Gill and
Figueiredo 1993).

3.2.2.i. Elektrik iletkenlik

Topraklarin elektriki iletkenlikleri hazirlanan saturasyon macunlarindan elde edilen
ekstraksiyon c¢ozeltilerinde elektriki kondiiktivite aleti ile mmhos/cm olarak

belirlenmistir (Demiralay 1993).

3.2.2.). Toprak tekstiirii

Deneme topraginin kum, silt ve kil igerikleri, Bouyoucos Hidrometre yontemiyle,

tekstiir sinifi ise tekstiir tiggeninde belirlenmistir (Gee ve Bauder, 1986).

3.2.2.k. Mikro element ve agir metal analizleri

Topraklarin agir metal igerikleri DTPA (dietilentriamin pentaasetikasit) yontemine gore
ekstrakte edilen siiziiklerde (Saglam, 1994; Aydin ve Sezen, 1995) ICP OES
spektofotometresinde (Inductively Couple Plasma spectrophotometer) (Perkin-Elmer,
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Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-4794, USA) direk olarak okunmak
suretiyle belirlenmistir (Mertens 2005).

3.2.2.1. Metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cizelge 3.1.°deki bakterilerin agir metal ¢ozeltisi igerisindeki absorbsiyon oranlarini

bulabilmek i¢in 9 adet agir metal ihtiva eden metal ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.2.3. Biyolojik yontemler

3.2.3.a. NB icerisinde agir metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Denemenin 1. asamasinda kullanilmak tizere Cizelge 3.2°de sulama sularinda agir
metallerin izin verilebilir degerleri (Anonim, 1994) tablosundan kisa siireli kullanim
icin belirlenen agir metal konsantrasyonlar1 dikkate alinarak 2 L’lik Nutrient Broth
icerisinde agir metal (Fe, Cu, Zn, Mn, Al, Ni, Cd ve Pb) ¢ozeltileri hazirlanmistir
(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2. Sulama Sularinda A§ir Metallerin Izin Verilebilir Degerleri (Anonim
1994).

Parametre, mg/L Siirekli Kullanim Kisa Siireli Kullanim
Demir(Fe), Aliiminyum (Al) 1.00 10
Bakir (Cu), Cinko (Zn) 0.20 5
Berilyum (Be), Nikel (Ni) 0.50 1
Kadmiyum (Cd), Molibden (Mo) | 0.005 0.05
Krom (Cr), Kursun (Pb) 5.00 20
Mangan (Mn) 2.00 20
Selanyum (Se) 0.05 0.05
Vanadyum (Va) 10.0 10
Cinko (Zn), Lityum (Li) 5.00 5
Bor (B) 0.75 2

Siurekli kullanim: Arazi denemeleri

Kisa Sureli Kullanim: Saksi denemeleri



14

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan agir metal ¢ozeltisinin agir metal konsantrasyonlari.

Agir Metal Kullanilan miktar, ppm
Demir (Fe) 10

Bakir (Cu), 5

Cinko (Zn), 5

Mangan (Mn) 20

Aliiminyum (Al) 10

Nikel (Ni) 1

Kadmiyum (Cd), 0,05

Kursun (Pb) 20

3.2.3.b. Bakteri ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Asilama materyali olarak elimizde bulunan bakteri tiirlerinden, Nutrient Agar besi
ortaminda 28°C’de gelistirilen 48 saatlik saf bakteri kiiltiirleri hazirlanmistir (Sekil 3.1.)
Nutrient agar besiyerinde gelistirilen bakterilerin NB ortaminda ¢ogaltilmast
gerceklestirilmistir.  NB  besiyerinde (Sekil 3.2) bakteri konsantrasyonlarinin
mililitresinde yaklasik 1.0 x 10® cfu/ml bakteri sayisina esit olmasi i¢in tiirbiidimetrede
absorbans degeri 0,6 degeri baz alinarak ¢6zeltiler hazirlanmigtir. Bu degerin iizerindeki
bakteri soliisyonlarim1 10% cfu/ml bakteri sayisina esitlemek i¢in NB ile sulandirma

yoluna gidilmistir (Somasegaran and Hoben 1985; Saygili 1995).

Sekil 3.1. Nutrient Agar besi ortaminda Sekil 3.2. Nutrient Broth igerisindeki
gelistirilen bakteri kiiltiirleri. agir metal ¢ozeltisi
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3.2.3.c. Metal Absorbsiyon Kapasitesinin Belirlenmesi

Analiz sonucunda elde edilen degerler toprak baslangi¢ analizinin agir metal igerikleri

ile karsilastirilarak her bir bakterinin absorbsiyon kapasitesi % olarak belirlenmistir.

3.2.3.d. Toprak Materyalindeki Bakteri ve Mantar Sayisinin Tespiti:

Toprak materyalindeki bakteri ve mantar sayimi dilisyon metoduna goére yapilmistir.
Bakteri sayimi1 yapilacak 10°, 10°°, 107 dilisyon 6rnekleri hazirlandi. Bakteri sayimi
yapilacak Ornekler steril Nutrient Agar (NA) besiyerine, mantar sayimi yapilacak
ornekler ise steril Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerine inokiile edildi. Inkiibatorde
28°C’de 3-5 giin bekletildikten sonra besiyeri lizerinde gelisen bakteri ve mantarlarin
petri kutularinin arkasindan koloni sayimi yapilarak topraktaki mevcut toplam bakteri

ve fungus sayisi belirlenmistir (Germida 1993; Kiziloglu ve Bilen 1997).

3.2.3.e. Topraklarin CO, miktarinin tespiti

Toprak verimliliginin gostergesi olan toprak solunumunun 6lgiilmesi toprak 6rneginden
aciga cikan CO, gazinin NaOH igerisinde biriktirilmesi, NaHCO3’1n olusturulmasi ve
BaCl ilavesinden sonra BaCO3’in ¢okmesi sonucu H,SO,4 ve CO, ile doymayan NaOH
miktarinin titrasyonla belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Elde edilen sonug ekivalan
deger ve asidin normalitesi ile carpilip mg olarak topragin C ve CO; miktari

belirlenmistir (Anderson 1982).

3.2.3.f. Deneme plam

Deneme 2 agamada gerceklestirilecektir.
I. Asamada;

Nutrient Broth ortaminda bakterilerin agir metal absorbsiyon kapasitesinin belirlenmesi

hedeflenmistir. Nutrient broth igerisine konulan 8 adet agir metal ilavesinden sonra agir
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metal ¢Ozeltisine bakteri izolatlar1 ilave edilmistir. Denemenin bu asamasinda; 1 adet
Agir Metal Cozeltisi (Fe, Cu, Zn, Mn, Al, Ni, Cd ve Pb ihtiva eden) x 13 adet Bakteri
Izolatlar1 (Cizelge 3.1) x 3 Tekerriir olmak iizere toplam 39 adet bakteri asil1 agir metal
¢ozeltisi kullanmilmistir. Bu ¢ozeltilerde agir metallerin analizleri yapilarak bakterilerin
absorbsiyon kapasitesi belirlenmis ve en yiiksek oranda absorbsiyon kapasitesi
belirlenen 5 bakteri izolatt denemenin Il. asamasinda kullanilmak {izere tespit

edilmislerdir.
Il. Asamada;

NB siv1 ortaminda absorbsiyon kapasitesi en yiiksek oranda absorbsiyon kapasitesine
sahip 5 bakteri izolat1 segilerek topraklara uygulanmis ve 6 haftalik inkiibansyon sonrasi

topraktaki agir metal konsantrasyonu belirlenmistir. Denemenin II. Asamasinda;

1 adet Toprak x 5 adet Bakteri izolat1 X 6 Haftalik Inkiibasyon x 3 Tekerriir olmak iizere
toplam 90 adet saks1 kullanilmustir.

3.2.4. Istatistiksel analiz yontemleri

Denemeden elde edilen analiz sonuglari, Statistika programi kullanilarak ortalamalar

arasindaki farklar belirlenmistir (Y1ldiz ve Bircan 1991).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Deneme Alam Topraklarinin Baz Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Deneme alanmin bazi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini ortaya koymak amaci ile
deneme alanimi temsil edecek sekilde 0-20 cm derinliginden alinan toprak o6rnekleri

tizerinde rutin toprak analizleri yapilmis ve analiz sonuglari Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Deneme alan1 topraklarinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik Deger
pH (1:2.5) 7,84
Organik madde (%) 2,93
Kireg, CaCOg, (%) 3,99
EC x 10° mmhos/cm (dS m™) 0,519
Toplam N (%) 0,006
Elverisli P (P205 kg da) 2,10
K.D.K. (me 100 g™) 42,30

Ca 16,96
Degisebilir Katyonlar Mg 10,4
(me 100 g) K 9,65

Na 0,71

Fe 4.16

. Cu 1,00

Mikro elementler(ppm) 70 0.40

Mn 5,81

Kum, % |25
Tane biiyiiklik dagilimi Silt, % 26

Kil, % 49
Tekstiir Smnifi Killi
Total bakteri sayisi, cfu/ml 4,5x107
Total mantar sayisi, cfu/ml 4.2%x105

Toprak CO, miktar;, mg CO, m™~ h™ 20,90
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Deneme alani topraklart killi-tinli biinyeli, kire¢ bakimindan kirecli ve hafif alkali
karakterdedir. Yarayish potasyum bakimindan zengin olan deneme alani organik madde
ve yarayislt fosfor bakimindan yetersiz durumdadir. Tuzluluk probleminin olmadigi
deneme alani, demir, ¢inko, mangan ve bakir gibi mikro elementler bakimindan yeterli

durumdadir (Cizelge 4.1).

4.2. Nutrient broth ¢ozeltisinin agir metal icerikleri

Nutrient Broth (NB) besi ortaminda bakterilerin agir metal absorbsiyon kapasitelerini

belirlemeden 6nce NB ¢ozeltisinin agir metal icerik analizi yapilmistir.

Piyasadan temin edilen NB besi ortami, 25 g/Lt olacak sekilde saf suda hazirlanmis ve
121°C’de 20 dk. steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasi NB i¢erisinde bulunan agir metal
konsantrasyonu ICP cihazinda analiz edilmistir. Analiz sonras1 NB besi ortaminin agir

metal icerikleri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. NB besiyerinin agir metal igerikleri

Element NB Agir Metal icerigi, ppm
Fe 8,8646
Cu 4,8971
Mn 13,233
Zn 2,0463
Ni 2,1118
Cd 0,0568
Pb 20,949
Al 12,494

4.3. Nutrient Broth Cozeltisine Agir Metal ilavesi

Yukarida belirtilen talimatlara gore hazirlanan steril NB besi ortami tizerine 9 adet agir
metal ihtiva eden ¢ozeltinin ilavesi sonrasinda asagida tabloda belirtilen

konsantrasyonlarda Nutrient Broth ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu islem sonrasinda elde
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edilen ¢ozeltide NB icerisinde bulunan agir metal miktar1 + ilave edilen Agir metal

Miktar1 hesabindan toplam agir metal igerikleri bulunmustur.

NB besi ortaminin agir metal igerikleri ve ilave edilen agir metal icerikleri Cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. NB besi ortaminin agir metal icerikleri ve ilave edilen agir metal miktarlari.

Agir Nutrient Broth Agir | Nutrient Broth Besiyerine [ Toplam
Metal Metal I¢erigi, ppm Ilave Edilen Agir Metal | Agir Metal
Miktari, ppm

Fe 8,8646 10.0 18,864
Cu 4,8971 5.0 9,897
Mn 13,233 20.0 33,233
Zn 2,0463 5.0 7,046
Ni 2,1118 1.0 3,111
Cd 0,0568 0,05 0,106
Pb 20,949 20.0 40,948
Al 12,494 10.0 22,494

4.4. Nutrient Broth Cozeltisine Bakteri Ilavesinin Etkileri

Iceriginde agir metal ihtiva eden NB besiyerine 13 adet bakteri izolat1 ayr1 ayr ilave
edilmistir. Iki saatlik inkiibasyondan sonra filtre edilen ve bakterilerden izole edilen NB

cozeltisindeki agir metal miktarlari ve % degisim oranlar1 Cizelge 4.4'de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Agir metal ihtiva eden NB Besiyerinin agir metal i¢erigi (ppm) ve
inkiibasyon sonras1 bakterilerin agir metal absorbsiyon oranlari

Fe Cu Mn Zn Ni Cd Pb Al Ort

NB 1886 9,89 3323 704 311 011 4095 2249
izolat 44 + NB 283 345 698 111 19 004 161 133
A.0.% 84,95 65,09 7899 84,21 37,30 61,77 96,06 94,06 70,98
izolat 73+ NB 294 377 669 094 175 004 1,77 131
A.0. % 84,40 61,83 79,86 86,53 43,60 63,97 9565 94,18 72,58
fzolat 105+NB 246 297 868 099 172 003 083 202
A.0. % 86,92 69,97 73,85 8588 44,60 67,50 97,95 91,02 73,57
fzolat 132+NB 347 223 936 149 188 003 3,01 204
A.0.% 81,57 77,37 7181 78,75 39,55 69,22 92,63 90,91 70,98
fzolat 143+NB 347 333 891 1,75 194 004 349 1,60
A.0. % 81,58 66,30 73,17 7515 37,62 54,13 91,45 92,88 67,47
fzolat 157+NB 3,03 3,19 751 122 196 004 223 137
A.0.% 83,89 67,69 77,39 8255 37,01 66,21 9454 9391 70,29
izolat 165+NB 7,48 4,07 1232 238 214 005 16,33 10,94
A.0. % 60,30 58,83 62,92 66,18 31,14 47,81 60,11 51,32 53,34
fzolat 180 +NB 238 2,13 6,82 093 1,72 002 1,76 1,80
A.0. % 87,37 78,48 79,41 86,73 44,59 74,95 95,68 91,99 75,93
fzolat 190 +NB 4,05 3,150 9,615 1,78 1,94 0,05 4,371 1,923
A.0. % 78,51 68,17 71,06 74,61 37,44 49,95 89,32 91,45 65,85
fzolat 192+NB 3,68 2,794 9,303 1,66 191 0,04 3,678 1,760
A.0. % 80,44 71,76 72,00 76,31 38,39 56,66 91,01 92,17 67,98
izolat 204 +NB 342 3,72 728 1,39 187 004 299 087
A.0.% 81,86 62,39 78,07 80,20 39,67 5852 92,69 96,09 69,49
izolat209+NB 364 2,79 906 167 186 004 39 1,80
A.0. % 80,67 71,79 72,71 76,18 40,20 53,78 90,33 91,95 68,28
fzolat 298 +NB 356 2,30 9,03 164 184 004 378 201
A.0. % 81,08 76,75 72,82 76,64 40,74 60,68 90,75 91,04 69,95

Cizelge 4.4’den goriildiigl tizere 13 bakteri izolati icerisinde agir metal absorbsiyon
oranlarinin ortalamas1 baz alinarak yapilan siralamaya gore en yiiksek ortalama

absorbsiyon kapasitesi 44, 73, 105, 132 ve 180 No’lu bakterilerde gézlemlenmistir.
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4.5. Bakterilerin Toprakta Metal Absorbsiyon Kapasiteleri Uzerine Etkileri

Bu asamada, agir metal ihtiva eden NB besiyerinden elde edilen veriye dayanarak, 5
adet en yliksek metal absorbsiyon kapasitesine sahip 44, 73, 105, 132 ve 180 kodlu
bakteri izolatlar1 denemenin II. Asamasi i¢in topraklara uygulanmistir. NA besiyerinde
gelistirilen bakteriler topraklarin tarla kapasitesindeki nem miktarlar1 kadar su ihtiva
eden NB ¢ozeltisine aktarilmis ve inkiibasyon sonucu 10° cfu/ml konsantrasyonuna
getirilmiglerdir. Daha sonra bakteri ihtiva eden NB ¢ozeltisi filtre edilerek bakteriler
ayr1 ayri izole edilmis ve filtrasyon sonrasi geriye kalan bakteriler tarla kapasitesindeki

su miktar1 kadar steril saf su igeriSine aktarilmistir.

Elde edilen soliisyonun topraklara ilavesinin yapildigi andan itibaren 7, 14, 21, 28, 35
ve 42 giin siire ile inkiibasyona tabi tutulan topraklardaki agir metal igerikleri 1’er
haftalik inkiibasyon sonrasinda analiz edilmistir. Bakteri izolat1 ihtiva etmeyen kontrol
toprak denemesi de kurulmus ve sonuglar kontrol topragina gore degerlendirilmistir.
Kontrol topragi olarak bakteri ve agir metal ¢ozeltisi ilave edilmemis toprak Ornegi

kullanilmistir.

4.5.1. Staphylococcus cohnii bakterisinin toprak agir metal icerigine etkisi

S. cohnii (44 No’lu) izolatinin topraklara uygulanmasini takiben 6 haftalik inkiibasyona
birakilan topraklarin agir metal miktarlarina bagh % degisim oranlar1 ve ortalama

degerler arasindaki farklar1 gésteren varyans analiz sonuglar1 Sekil 4.1'de verilmistir.

Sekil 4.1°den goriildiigii gibi, S. cohnii izolatinin topraklara uygulamasi sonucu
topraklarin agir metal iceriklerinde her metal i¢in farkli absorbsiyon oranlar1 belirlenmis
ve ortalama absorbsiyon oranlar1 arasinda onemli (p <0.01) farkliliklar gozlenmistir.
Inkiibasyon siirelerinin artisina bagli olarak S. cohnii izolatinin agir metal absorbsiyon
oranlart farkli oranlarda gergeklesmistir. Sirasi ile bu agir bakteriSinin toprakta agir
metal absorbsiyon oranlar1 biiyiikten kii¢iige dogru Pb, Ni, Al, Zn, Mn, Cd, Fe ve Cu

siralamasi seklinde olmustur.
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Sekil 4.1. S. cohnii (44 No’lu) izolatinin toprakta agir metal absorbsiyon kapasitesine bagl %
degisim oranlari.

Agir metaller igerisinde en yiiksek oranda ortalama agir metal absorbsiyonu Pb
elementinde gozlenirken (% 49,37), en diisiikk agir metal absorbsiyonu Cu elementinde
(% 5,30) gozlenmistir (Sekil 4.1).

Bu sonuglara gore S. cohnii izolatinin Pb elementini yiiksek derecede absorbe ettigi
belirlenmistir. Ozellikle Pb, Ni ve Al igerigi yiiksek olan topraklarda kullanilabilecek
bir izolat oldugu sonucuna varilmistir. Bu konuda yapilan aragtirmalarda da s6z konusu
izolatin agir metal absorbsiyon kapasitesinin yiiksek oldugunu ve agir metal iyonlar ile
polirezistant straini olarak gorev yaptiklarmi ifade eden g¢alismalar bizim buldugumuz
sonuglar1 desteklemektedir (Laukova, 1994; Bai and Bartkiewicz, 2009; Singanam,
2011).

4.5.2. Sphingobium yanoikuyae bakterisinin toprak agir metal icerigine etkisi

S. yanoikuyae (73 No’lu) izolatinin topraklara uygulanmasini takiben 6 haftalik
inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal miktarlarina bagli % degisim oranlar1 ve
ortalama degerler arasindaki farklari gdsteren varyans analiz sonuglari Sekil 4.2'de

verilmistir.
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Sekil 4.2. S. yanoikuyae (73 No’lu) izolatinin toprakta agir metal absorbsiyon kapasitesine baglt
% degisim oranlari.

Sekil 4.2°den goriildigi gibi, S. yanoikuyae izolatinin topraklara uygulanmasi sonucu
topraklarin agir metal igeriklerinde her metal i¢in farkli absorbsiyon oranlari belirlenmis
ve ortalama absorbsiyon oranlar1 arasinda onemli (p <0.01) farkliliklar gozlenmistir.
Inkiibasyon siirelerinin artigma bagli olarak S. yanoikuyae bakterisinin agir metal
absorbsiyon oranlar1 farkli oranlarda gergeklesmistir. Sirasi ile agir metal absorbsiyon
oranlar1 biiyiikten kiigige dogru Al, Ni, Pb, Mn, Fe, Zn, Cd, ve Cu siralamasi seklinde

olmustur.

Agir metaller igerisinde en yiiksek oranda ortalama agir metal absorbsiyonu Al
elementinde gozlenirken (% 67.07), en diisiik agir metal absorbsiyonu Cu elementinde

(% 16.43) gbzlenmistir (Sekil 4.2).

Bu sonuglara gore S. yanoikuyae izolatinin, Al elementini yiiksek derecede absorbe
ettigi  belirlenmistir. Ozellikle Al, Ni ve Pb igerigi yiiksek olan topraklarda
kullanilabilecek bir izolat oldugu sonucuna varilmistir Bu konuda yapilan
aragtirmalarda Sphingobium sp izolatinin pH 7 degerinde Cu, Zn ve Cd ihtiva eden sivi
faz igerisinde 20 saatlik inkiibasyon sonrasinda Cu elementinin bakteri {izerinde toksik

etkide bulundugunu ancak, Zn ve Cd iyonlarina karsit bakterinin toleransinin daha
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yiiksek oldugu sonucuna varmislardir. Arastirmacilar agir metal ve PAH (poliakrilamid
hidrokarbon) igerikli topraklarda mikrobiyal remediasyon materyali olarak bu bakteri
izolatinin kullanilabilecegini ifade etmislerdir (Daugulis and Janikowski 2002; Cunliffe
and Kertesz, 2006; Wang et al. 2013). Mevcut ¢alisma sonuglar1 bizim sonuglarimizla

ile benzerlik gostermektedir.

4.5.3. Vibrio hollisae bakterisinin toprak agir metal icerigine etkisi

V. hollisae (105 No’lu) izolatinin topraklara uygulanmasimi takiben 6 haftalik
inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal miktarlarina bagli % degisim oranlar ve
ortalama degerler arasindaki farklari gdsteren varyans analiz sonuglari Sekil 4.3'de

verilmigtir.
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100

W 1.Hafta AO, %

W 2. Hafta AD, %

W 3. Hafta AD, %

W4 Hafta AD, %

Absorbsiyon Oran, %

5. Hafta AD, %
W 6. Hafta AD, %

Fe Cu Mn Pb Mi cd Al Zn
Agir Metaller

Sekil 4.3. V. hollisae (105 No’lu) izolatinin toprakta agir metal absorbsiyon kapasitesine bagl

% degisim oranlari.

Sekil 4.3’den goriildiigii gibi, V. hollisae bakterisinin topraklara uygulanmasi sonucu
topraklarin agir metal igeriklerinde her metal i¢in farkli absorbsiyon oranlar1 belirlenmis
ve ortalama absorbsiyon oranlari arasinda énemli (p <0.01) farkliliklar gdzlenmistir.

Inkiibasyon siirelerinin artisna bagli olarak V. hollisae bakterisinin agir metal
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absorbsiyon oranlart farkli oranlarda gerceklesmistir. Sirasi ile agir metal absorbsiyon
oranlar1 biiyiikkten kiictige dogru Al, Ni, Mn, Pb, Cd, Cu, Fe ve Zn, ve siralamasi

seklinde olmustur.

Agir metaller igerisinde en yliksek oranda ortalama agir metal absorbsiyonu Al
elementinde gozlenirken (% 80,77), en diisiik agir metal absorbsiyonu Zn elementinde
(% 11,06) gozlenmistir (Sekil 4.3).

Bu sonuglara gore V. alginolyticus izolatinin, Al elementini yiiksek derecede absorbe
ettigi belirlenmistir. Ozellikle Al, Ni ve Mn igerigi yiiksek olan topraklarda
kullanilabilecek bir izolat oldugu sonucuna varilmistir Bu konuda yapilan
aragtirmalarda Cd, Cu, Pb ve Zn agir metalleri ile kontamine olmus su, toprak ve
sedimentlerde V. alginolyticus bakterisinin ortamdaki Cd metalinin % 20, % 31 Cu, %
40 Pb ve % 45 Zn agir metallerinin miktarinda azalma meydana getirdigini bilfdirmistir.
Bu sebeple bu bakterinin agir metallerle kirlenmis su, toprak ve sedimentlerde
bioakiimiilator olarak kullanilabilecegi daha oOnce yapilan calismalarda da rapor
edilmistir (Roane 1999; Ansari and Malik 2007; Smith and Colllins, 2007; El-Hendawy
etal. 2009).

4.5.4. Xanthobacter flavus bakterisinin toprak agir metal icerigine etkisi

X. flavus (132 No’lu) izolatinin topraklara uygulanmasini takiben 6 haftalik
inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal miktarlarina bagli % degisim oranlart ve
ortalama degerler arasindaki farklar1 gosteren varyans analiz sonuglari oranlar1 Sekil

4.4'de verilmistir.
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Sekil 4.4. X. flavus (Bakteri 132) izolatinin toprakta agir metal absorbsiyon kapasitesine baglt %
degisim oranlar1.

Sekil 4.4’den goriildigii gibi, X. flavus izolatimin topraklara uygulanmasi sonucu
topraklarin agir metal iceriklerinde her metal i¢in farkli absorbsiyon oranlari belirlenmis
ve ortalama absorbsiyon oranlari arasinda onemli (p <0.01) farkliliklar gozlenmistir.
Inkiibasyon siirelerinin artigina bagli olarak X. flavus bakterisinin agir metal
absorbsiyon oranlar1 farkli oranlarda gergeklesmistir. Sirasi ile agir metal absorbsiyon
oranlar1 biiyiikten kii¢iige dogru Al, Ni, Mn, Cu, Cd, Pb, Fe ve Zn siralamasi seklinde

olmustur.

Agir metaller icerisinde en yiiksek oranda ortalama agir metal absorbsiyonu Al
elementinde g6zlenirken (% 68,60), en diisiik agir metal absorbsiyonu Zn elementinde
(% 14,10) gbzlenmistir (Sekil 4.4).

Bu sonuglara gore X. flavus bakterisi Al elementini yiiksek derecede absorbe ettigi
belirlenmistir. Ozellikle Al, Ni ve Mn igerigi yiiksek olan topraklarda kullanilabilecek
bir izolat oldugu sonucuna varilmistir Bu konuda yapilan ¢aligmalarda da X. flavus

bakterisinin agir metal absorbsiyon kapasitesinin mevcut oldugunu, pestisit ve
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herbisitlerde yaygm olarak bulunan hidrokarbonlarin pargalanmasinda X. flavus
bakterisinin biiyiik rol oynadigin1 ve kimyasal kirleticiler, kumlu topraklar ve atiksular
icin mikrobiyal parcalayici oldugunu ihtiva eden calismalar bizim sonuglarimiz ile
paralellik gostermektedir (Olaniran et al. 2001; Lee et al. 2002a; Lee et al. 2002b;
Song et al. 2003).

4.5.5. Acinetobacter lwoffii bakterisinin toprak agir metal icerigine etkisi

A. lwoffii (Bakteri 180) bakterisinin topraklara uygulanmasini takiben 6 haftalik
inkiibasyona birakilan topraklarin agir metal miktarlaria bagli % degisim oranlar1 ve
ortalama degerler arasindaki farklari gdsteren varyans analiz sonuglari Sekil 4.5'de

verilmigtir.
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Sekil 4.5. Acinetobacter Iwoffii (Bakteri 180) izolatinin toprakta agir metal absorbsiyon
kapasitesine bagl % degisim oranlari.

Sekil 4.5’den gortldigi gibi, A. lwoffii bakterisinin topraklara uygulamasi sonucu
topraklarin agir metal igeriklerinde her metal i¢in farkli absorbsiyon oranlari belirlenmis

ve ortalama absorbsiyon oranlar1 arasinda onemli (p <0.01) farkliliklar gozlenmistir.
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Inkiibasyon siirelerinin artigma bagli olarak A. Iwoffii bakterisinin agir metal
absorbsiyon oranlart farkli oranlarda gerceklesmistir. Sirasi ile agir metal absorbsiyon
oranlar1 biiylikten kiiciige dogru Al, Zn, Ni, Pb, Cd, Fe, Cu ve Mn siralamasi seklinde

olmustur.

Toprak agir metalleri igerisinde en yiiksek oranda ortalama agir metal absorbsiyonu Al
elementinde gozlenirken (% 66,57), en diisiik agir metal absorbsiyonu Mn elementinde
(% 17,93) gozlenmistir (Sekil 4.5).

Bu sonuglara gore A. lwoffii izolatinin Al elementini yiiksek derecede absorbe ettigi
belirlenmistir. Ozellikle Al, Zn ve Ni igerigi yiiksek olan topraklarda kullanilabilecek
bir izolat oldugu sonucuna varilmigtir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda da Bakteri
180’tin agir metal absorbsiyon kapasitesinin mevcut oldugunu ve Acinetobacter
bakterisinin toprakta, taze sularda, atik sularda ve kati atiklarda biodegredasyona ve
organik ve inorganik zararli atiklardaki agir metallerin uzaklastirilmasinda énemli bir
rolii oldugunu ifade eden ¢alismalar bizim sonuglarimizi desteklemektedir (Bossert and

Bartha 1984; Boswell et al. 2001; Abdel-EI-Haleem 2003).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan arastirma sonuglarina gore; agir metal (Al, Zn, Ni, Pb, Cd, Fe, Cu ve Mn) ihtiva
eden NB besiyeri ve bu besiyeri iizerine ilave edilen 13 adet bakteri izolatinin metaller
iizerindeki absorbsiyon kapasiteleri farkli seviyelerde gdzlemlenmistir. Ozellikle 5 adet
bakteri izolat1 (44, 73, 105, 132 ve 180 No’lu bakteriler) en yiliksek oranda metal

absorbsiyonu yapmislardir.

Absorbsiyon kapasitesi bakimindan etkinligi en yiiksek deger gosteren 5 adet bakteri
izolat1 (44, 73, 105, 162 ve 180 No’lu) toprakta agir metal kirliligini azaltmak i¢in
topraklara ilave edilmislerdir. Topraklara bakteri ilavesinden 7, 14, 21, 28, 35 ve 42 giin
sonra bakterilerin absorbsiyon kapasiteleri karsilastirildiginda;

S. cohnii izolatinin agir metaller igerisinde sirasi ile en yiiksekten en diisiige dogru Pb,
Ni, Al, Zn, Mn, Cd, Fe ve Cu siralamasi seklinde absorbsiyon giiciine sahip oldugu
gozlenmistir. Bu bakteri; en yiiksek oranda Pb elementi (%49,37), en diisiik oranda ise

Cu elementi (%5,30) iizerine absorbsiyon kapasitesi gostermistir.

S. yanoikuyae izolatinin agir metaller igerisinde sirasi ile en yiiksekten en diisiige dogru
Al, Ni, Pb, Mn, Fe, Zn, Cd ve Cu siralamasi seklinde absorbsiyon giiciine sahip oldugu
gozlenmistir. Bu bakteri; en yliksek oranda Al elementi (%67,07), en diislik oranda ise

Cu elementi (%16,43) lizerine absorbsiyon kapasitesi gostermistir.

V. hollisae izolatinin agir metaller igerisinde sirasi ile en yiiksekten en diisiige dogru Al,
Ni, Mn, Pb, Cd, Cu, Fe ve Zn siralamasi seklinde absorbsiyon giiciine sahip oldugu
gozlenmistir. Bu bakteri; en yiiksek oranda Al elementi (%80,77), en diisiik oranda ise

Zn elementi (%11,06) tizerine absorbsiyon kapasitesi gostermistir.

X. flavus izolatinin agir metaller igerisinde sirasi ile en yiiksekten en diisiige dogru Al,

Ni, Mn, Cu, Cd, Pb, Fe ve Zn siralamasi seklinde absorbsiyon giiciine sahip oldugu
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gbzlenmistir. Bu bakteri; en yiiksek oranda Al elementi (% 68,60), en diisiik oranda ise

Zn elementi (%14,10) tizerine absorbsiyon kapasitesi gostermistir.

A. lwoffii izolatinin agir metaller igerisinde sirasi ile en yiiksekten en diisiige dogru Al,
Zn, Ni, Pb, Cd, Fe, Cu ve Mn siralamasi seklinde absorbsiyon giiciine sahip oldugu
gbzlenmistir. Bu bakteri; en yiiksek oranda Al elementi (%66,57), en diisiik oranda ise

Mn elementi (%17,93) {lizerine absorbsiyon kapasitesi gostermistir.

Oneriler

Yapilan arastirma sonucuna bagli olarak;

1- Bakteriler icerisinde S. Cohnii, S. Yanoikuyae, V. Hollisae, X. Flavus ve A. Lwoffii
izolatlarin agir metallerle (Al, Zn, Ni, Pb, Cd, Fe, Cu ve Mn) kirlenmis topraklarin veya

sedimentlerin agir metallerinin uzaklastirilmasinda onerilebilir.

2- Yogun olarak Pb, Ni ve Al gibi agir metallerle kirlenmis topraklarin 1slahinda S.

Cohnii ve S. Yanoikuyae izolatlarin kullanimi 6nerilebilir.

3- Al, Ni ve Mn gibi agir metallerle kirletilmis topraklarin 1slahinda V. Hollisae ve X.

Flavus izolatlarm kullanimi 6nerilebilir.

4- Al, Zn ve Ni gibi agir metallerle kirletilmis topraklarin 1slahinda A. Lwoffii izolatinin

kullanim1 Onerilebilir.

Yapilan calismadan belirlenen bakteri izolatlarinin agir metal kirliligini giderme

yoniinde yapilacak olan bioremediasyon ¢alismalarinda katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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