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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BACILLUS SUBTILIS ve B. THURINGIENSIS IZOLATLARININ BiYOLOJIK
IYILESTIRME POTANSIYELLERININ TATLI SULARDA KONTROLLU
KOSULLARDA ARASTIRILMASI

Ayse KALAYCI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Gonca ALAK

Guniimiizde biyolojik iyilestirme (biyoremediasyon) teknikleri ¢gevre dostu akilli ¢oziimler olarak
su kirliliginin giderilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu g¢alismada, Malacosoma
neustria ve Ricania simulans dan izole edilen ve molekiiler olarak tanilanan Bacillus subtilis ve
B. thuringiensis izolatlarinin yetistiricilik faaliyetlerine bagli akuatik kirliligin giderilmesinde
tekli ve ¢oklu kiiltiirlerinin etkinligi arastirilmistir. Bu amagla kalitatif biyoindikatér olarak japon
baliklarinin (Carassius auratus) bulundugu ortamlar (kullanilmis akvaryum suyu iceren) iki adet
kontrol [K (+) kirlilik kontroliinde kullanilan Bacillus igerikli ticari bir iiriin ve K (-) negatif
kontrol olarak herhangi bir iiriin/uygulama igermeyen] ve 3 adet bakteri uygulamasi [(Bacillus
thuringiensis strain CP-1 grubu, Bacillus subtilis strain FD-1 grubu ve Bacillus thuringiensis
strain CP-1+ Bacillus subtilis strain FD-1 grubu)] olmak iizere toplam 15 adet akvaryumdan
olusmustur. Akvaryum sularinda kontrollii kosullarda nitrit azotu, nitrat azotu, amonyum azotu,
toplam fosfor ve agir metal [aliiminyum (Al), demir (Fe), kadmiyum (Cd), krom (Cr), bakir (Cu),
mangan (Mn), nikel (Ni), bor (B) ve selenyum (Se)] konsantrasyonlari ve bazi su kalite
parametreleri [¢Oziinmiis oksijen, pH, sicaklik, iletkenlik, bulaniklik, renk, serbest klor, toplam
klor, alkalinite, toplam sertlik] degisimleri arastirilmistir. Kurulan deney diizeneklerinde
B.subtilis ve B. thuringiensis izolatlarinin 1x10’ kob/ml olacak sekilde tekli ve ¢oklu kiiltiirlerinin
inokiile edildigi ortamlar bu izolatlarin olmadig1 kontrol gruplart ile karsilagtirmali olarak
degerlendirilmis ve ortamlarda yayma plak yontemi ile toplam aerobik mesofilik bakteri sayimlari
yapilmustir.

Deney diizeneklerinde alti giin sonunda Bacillus izolatlarinin tekli ve ¢oklu kiiltiirlerinin yer
aldig1 17-20+0,05 °C sicaklik, 5,1-8,1 pH, 2- 4,6 mg/l ¢ézlinmiis oksijen degerlerine sahip
ortamda toplam fosfor degerinde % 2 artig goriiliirken, amonyak azotu % 4, nitrit azotu % 80,
nitrat azotu i¢in % 100 giderim orami tespit edilmistir. Agir metal konsantrasyonlarindaki
degisimlerde ise biiylikten kiiglige Ni, Cr, Se, Al, Cd, Mn, Fe ve B i¢in sirasiyla % olarak 57, 50,
50, 43, 40, 23, 5 ve 2 oranlarinda giderim belirlenmistir. B. thuringiensis izolatiin metal
gideriminde B. subtilis’ten daha etkili oldugu gozlenmistir. Sonug¢ olarak B. subtilis ve B.
thuringiensis izolatlarinin biyolojik iyilestirmede potansiyel sunduklari tespit edilmistir.

2020, 64 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bacillus, biyolojik iyilestirme, organik kirlilik, su iiriinleri yetistiriciligi, su
kalitesi, agir metal
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MSc Thesis

DETERMINING THE EFFECTIVENESS OF BACILLUS BACTERIA IN REMOVING
THE AQUATIC POLLUTION

Ayse KALAYCI

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Gonca ALAK

Today, biological improvement (bioremediation) techniques are widely used to remove water
pollution as environmentally friendly smart solutions. In this study, Bacillus subtilis and B.
thuringiensis isolates, which were molecularly recognized and isolated from Malacosoma
neustria and Ricania simulans, were investigated in terms of the effectiveness of single and
multiple cultures in eliminating aquatic pollution related to aquaculture activities. For this
purpose, environments with goldfish (Carassius auratus) as a qualitative bioindicators
(containing used aquarium water) consisted of a total of 15 aquariums, two controls [C (+) is a
commercial product containing Bacillus used in pollution control and C (-) does not contain any
product / application as a negative control] and 3 bacterial applications [(Bacillus thuringiensis
strain CP-1 group, Bacillus subtilis strain FD-1 group and Bacillus thuringiensis strain CP-1 +
Bacillus subtilis strain FD-1 group)]. Nitrite nitrogen, nitrate nitrogen, ammonium nitrogen, total
phosphorus and heavy metal [aluminum (Al), iron (Fe), cadmium (Cd), chromium (Cr), copper
(Cu), manganese (Mn), nickel (Ni), boron (B) and selenium (Se)] concentrations and some water
quality parameters [dissolved oxygen, pH, temperature, conductivity, turbidity, color, free
chlorine, total chlorine, alkalinity, total hardness] were investigated in aquarium waters. In the
established experimental setups, the environments where B.subtilis and B. thuringiensis isolates
were inoculated with single and multiple cultures at 1x10” CFU / ml were evaluated comparatively
with control groups without these isolates, and total aerobic mesophilic bacterial counts were
performed in the media by smear plate method.

At the end of the six days of experiment, in the environment in which single and multiple cultures
of Bacillus isolates were presented with 17-20 + 0.05 °C temperature and 5.1-8.1 pH, 2-4.6 mg /
| dissolved oxygen values, 2% increase in total phosphorus value was observed. On the other
hand, 4% removal for ammonia nitrogen, 80% removal for nitrite nitrogen, and 100% removal
for nitrate nitrogen were observed. In the changes in heavy metal concentrations, the removal for
Ni, Cr, Se, Al, Cd, Mn, Fe and B were observed from highest to lowest as 57%, 50%, 50%, 43%,
40%, 23%, 5% and 2%, respectively. It also has been seen that B. thuringiensis isolate was
observed to be more effective than B. subtilis in metal removal. As a result, B. subtilis and B.
thuringiensis isolates have been found to offer potential in biological healing.

2020, 64 pages
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1. GIRIS

Su iirlinleri yetistiriciligi, diinyanin en hizli biiyiiyen gida iiretim sektorleri arasindadir.
Bu sektor yiliksek kaliteli protein elde edilmesinde oldukga etkin olup bu baglamda
Ozellikle de artan deniz iiriinleri talebini karsilamaktadir (Mandario et al. 2019). Su
tiriinlerinin, besin igerigi (degerli protein, yag, mineral ve vitaminler) sayesinde
beslenmedeki yararlarinin yani sira tiiketici sagliginin korunmasinda da oldukea etkili

oldugu bilinmektedir. (Alak ve Kocaman 2008; Yavuzcan vd 2015).

Diinya niifusu giiniimiize kadar siirekli artis gdstermis olsa da bu artis 6zellikle 20. yy’da
oldukca 6nemli bir hal almis ve bir 6nceki ylizyila (19.yy niifus 1 milyar) oranla 6 kat
yiikselmistir (Sahin 2018). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine
gore de, son 10 yilda diinya niifusu 1 milyar artmistir. Yapilan bu tahminler dogrultusunda
protein ihtiyacinin karsilanmasi i¢in su drlinleri iiretiminin %50 artirilmasi
gerekmektedir. Ulkemiz sahip oldugu farkl1 ve zengin su kaynaklar1 sayesinde su iiriinleri
tiretiminde ciddi bir potansiyele sahiptir. Degerli bir besin kaynagi olarak su tirtinlerinden
etkili bir sekilde yararlanmak, niifusun giderek arttig1 Diinya ve iilkemizde olduk¢a 6nem

kazanmaktadir. (Yavuzcan vd 2015; Komiirli ve Atar 2019).

Gida endiistrisi igerisinde Onemli bir paya sahip olan su iriinleri sektorii, insan
beslenmesinin yani sira bazi énemli ekonomik katkilar (sanayiye hammadde temini,
istihdam olusturmast ve ihracat potansiyelinin yiiksek olmasi) da saglamaktadir
(Yavuzcan vd 2015). Tirkiye'nin Avrupa Birligi (AB) iilkelerine, tek hayvansal gida
uriinii olarak kiltlir balig1 ihracat ettigi bilinmekle birlikte 2017 yilinda yillik satig
rakamlarinin 800 milyon dolar1 astig1 bildirilmistir (Anonim 2020).

Yapilan aragtirmalara gore, diinyada en hizli biiyiiyen gida sektorii su iiriinleri olup diinya
besin gereksiniminin énemli bir kismini karsilayan temel bir endiistridir (Yavuzcan vd
2015; Komiirlii ve Atar 2019). Su iirlinleri tiretimi avcilik (balik¢ilik) ve yetistiricilik
(ktltiir balik¢iligr - akuakiiltiir) olmak tizere iki baslikta toplanmaktadir.



Diinya su iirlinleri tiretimi (yetistiricilik ve avcilik) 2000 yilinda 130 milyon ton iken,
2016 yilinda diinya su iiriinleri iiretimi 170.995.437 tona ulasmustir. Ulkemizde su
tirtinleri tiretimi 2000 yilinda 582 bin ton iken, 2016 yilinda 588 bin ton, 2017 yilinda ise
630.820 ton olarak gerceklesmistir (TUIK 2018; BSGM 2019).

Su friinleri yetistiriciligi liretimi, Diinya’da 2000-2016 yillar1 arasinda %136
artis saglarken, Tiirkiye’de ise 2002-2017 yillar1 arasinda %354 bliylime saglayarak
ekonomiye ciddi bir katki sundugu bilinmektedir (BSGM, 2018; Komiirlii ve Atar 2019).
Ulkemizde su iiriinleri iiretimi, bir énceki yila oranla %6,56 artarak yaklasik 631 tona
yikselmistir. Bu {retim miktarinin 276.502 tonunu kiiltiir balig1 yetistiriciligi
olusturmaktadir (TUIK 2018). Su iiriinleri sektdrii bu rakamlarla iilkemiz ekonomisine
onemli katki saglar hale gelmis yaklasik 1 milyar dolarlik ihracat rakamlarini yakalamistir

(Anonim 2020).

Su iriinleri yetistiricilik sektoriine giderek artan bir ilginin olmasinda baslica etkenler
olarak avcilik yoluyla saglanan iiretimin niifus ve gelir diizeyindeki artisa cevap verecek
potansiyelinin olmamasi, su {riinleri talebindeki hizli artisin karsilanmasi, dengeli ve
saglikli beslenme egilimi, sanayi sektoriine hammadde temini ve yiiksek ihracat imkan,
dogal balik stoklarina olan av baskisinin azaltilmasi, istthdam imkani, kirsal kalkinmaya
katkisi, biyolojik cesitliligin muhafazasinda dogal kaynaklarin daha etkin yonetimi, bazi
tiir ve stoklarda asir1 aveiligin goriilmesi, aveiligin mevsimsel olmasi, su kaynaklarindan
saglanan tretimin (%71°1 sularla kapli olan diinyamizda) tarimsal {iretimle
karsilastirildiginda oldukga diisiik olmasi ve biyoteknolojik gelismeler sayilmaktadir
(Yavuzcan vd 2015; Boran 2018).

Tiirkiye, sahip oldugu farkli ekolojik 6zellikler sayesinde (deniz ve igsulari, soguk /sicak
su balik yetistirciligi ve avciligi), ¢ok sayida balik tiiriinii biinyesinde bulunduran oldukca
zengin cesitlilige sahiptir. Bu baglamda denizlerimize baktigimizda Karadeniz, Marmara,
Ege ve Akdeniz’de sirasiyla 240, 200, 300 ve 500 balik tiirti bulunmaktadir (Yavuzcan
vd 2015).



Diinyada, tatli su baliklarinin ilk olarak modern anlamda akvaryumlarda sergilenmesi 19.
yiizyilda Ingiltere ve Almanya’da baslamistir. Daha sonralar1 akvaryum sektoriiniin gok
daha hizli gelisimi ise hava tasimacilig1 sektoriine paralel olarak artmistir (Tiirkmen ve
Aktug 2011). Ulkemizde ise bu sektdre olan merak 1980°li yillarda sadece biiyiik
sehirlerden ibaret olmayip hemen hemen her il hatta son yillarda ilgelerde bile yayilim
gostermistir. Bu egilim akvaryum baliklarinin ¢ok sayida ve farkl tiirlerde ithal edilmesi

ile de desteklenmistir (Tiirkmen ve Aktug 2011).

Akvaryum sektorii, hobi olarak diistiniilse de kiiresel gapta yiiksek oranda ekonomik
hacim ile 6nemli bir sektor haline geldigi bildirilmektedir (Aydin 2018). Bu sektor
meraklilarinin oldukca fazla sayida oldugu ve ozellikle gelismis iilkelerde bulundugu
bilinmekle birlikte sadece ABD de tatli su akvaryumu bulunduranlarin sayis1 9,2 milyon,
deniz akvaryumu bulunduranlarin sayisi ise 730.000 olarak tahmin edilmektedir (Anonim
2020a). Bu dogrultuda ilgililerin gereksinimlerini karsilayacak akvaryum baliklarinin
yetistiriciligi haricinde bu sektdre yan malzeme saglayan (tatlisu baliklari, deniz baliklari,
omurgasiz canlilar, mercan resifleri, su bitkileri ve akvaryum malzemeleri vs.) pek ¢ok is
kolu ¢iktigi ve bu sektorden yaklagik bir milyon dolayinda insanin para kazanarak
yasamini siirdiirdiigii bilinmektedir. Bu sektorde, kiiresel alanda 100’den fazla iilkede,
1000’den fazla tiirde yaklasik 1 milyon civarinda akvaryum balig ihra¢ edilmekte ve
yaklasik 6 - 15 milyar dolarlik piyasa degerine sahip oldugu tahmin edilmektedir (Aydin
2018). Avrupa Birligi Ulkeleri’nde ise bu miktar, 2016 yilinda 78,3 milyon Euro olarak
gerceklestigi rapor edilmistir (OATA 2017). Tirkiye'de de akvaryum baliklar
yetistiriciligi giderek 6nem kazanmakta ve yiiksek ekonomik getirisi olan bir is kolu

haline gelmektedir.

Akvaryum baliklar1 i¢erisinde Japon baliklar1 (Carassius auratus, Linnaeus 1758) ilging
viicut yapilari ve renkleri (beyazdan kirmiziya kadar degisen) ile yiiksek oranda talep
goren bir tiirdiir (Yilmaz 2012). Carassius auratus Asya ve Avrupa’da yaygin olarak
bulunan bir tiirdiir (Y1lmaz 2012; Kiigiikosman 2019).



Bu baliklar akinti hizi yavasg, bitkili ve 1liman sulu nehir, gol, lagiin, havuz ile
akvaryumlarda yetistirilmektedir. Bakimlar1 birgok tiire oranla daha kolay olan giizel
yapil1 bu canlilar olduk¢a yiiksek oranda ilgi toplamaktadir (Kiigiikosman 2019).

Genel olarak Japon baliklar1 1lik ve az soguk sularda yasayabilen bir tiirdiir. Bu baliklarin
su sicaklik degerinin 5- 30°C, pH araliginin da 6.5-8.5 [hafif asitli ve orta sertlikteki
sulardan hoslanirlar] arasinda oldugu degerlerde yetistircilik sartlar1 optimum olarak

diisiiniiliir (Y1lmaz 2012; Kii¢iikosman 2019).

Su irlinleri yetistiriciligi, {iretim kapasitesine, yetistiricilik metodunun c¢esidine,
yetistiricilik yapilan alanin biyolojik, kimyasal ve fiziksel karakterine bagli olarak
cevreye etki edebilmektedir (GESAMP 1991; Yildirim ve Korkut 2004; Koca vd 2011).
Simdiye kadar yapilan ¢aligsmalarda, bu etkinin ekosistemde ¢ok az olumsuz siirece neden

oldugu kabul edilmektedir (Koca vd 2011).

Ancak su irlnleri yetistiriciligi faaliyetlerinden kaynaklanan desarjlar, sucul
ekosistemlerde yiiksek miktarda askida kati madde birikimine yol agarak bu ekosistemleri
olumsuz etkiledigi de bildirilmistir (Ackefors and Enell 1994; Axler et al. 1996; Read
and Fernandes 2003). Ayn1 zamanda organik ¢amur, alg ve bakteri biyokiitlesini i¢eren
su Uriinleri atiklarinin birikmesi (Brune et al. 2003), su ve tortunun fiziksel ve kimyasal
bilesimini degistirerek sucul canlilar1 ve bentik ¢evreyi olumsuz etkiler (Holmer et al.
2003; Kalantzi and Karakassis 2006; Soto 2009). Su {iriinleri atiklarindan ¢ikan desarjli
besinler ve organik maddeler alic1 su kiitlelerini kirletebilir ve 6trofikasyona neden
olabilir (San Diego-McGlone et al. 2008; Tucker and Hargreaves 2008). Otrofikasyonun
baglica nedenleri; iiretim alanlarinin genislemesi, yetistircilikte stok yogunlugu ve yem
kullaniminin artmasidir. Yetistiricilik kaynakli organik maddeler tagindiklari ortamlarda
anoksik kosullar gelistirebilir ve bentik organizmalarin ekolojisini olumsuz etkiler
(Gowen and Bradbury 1987; Kristensen 2001). Su tiriinleri sektoriinde toplam endiistriyel
islenmis yem tretimi 1995 yilinda 7,6 milyon tondan 2010'da 35 milyon tona, yillik

ortalama %]11'lik bir biiyiime oranina ulagsmaktadir.



Ayrica, bu biiyiimenin devam etmesi ve akuatik yem iiretiminin 70 milyon tona ulagmasi
beklenmektedir (Tacon 2012; Tacon et al. 2012; Dikel ve Demirkale 2019).Su tirtinleri
yetistiriciliginde kullanilan yemler genel olarak fosfor (%0,9-1,5) ve azot (%7-8) ihtiva
etmektedir. Ancak balik tilirlerine gore degismekle beraber yemlerle alinan azot miktari
yaklasik %20-30 civarinda olup, geri kalan oran (%70-80) ise suya geri atilmaktadir
(Y1ldirim ve Korkut 2004).

Bu fosfor ve azotun yani sira organik maddeler ve askidaki kati maddeler de balik
ciftliklerinde kirlilige neden olan etkenlerdendir (Yildirim ve Korkut 2004; Koca vd
2011). Proteinler, lipitler ve karbonhidratlar gibi yemle alinan besinler balik tarafindan
tamamen sindirilmeyip (bir kismi hi¢ sindirilmeden veya az oranda sindirilerek) diski
yolu ile su ortamina atilir (genel olarak baliklar aldiklari her 1 kg yemin (besinin) 260
g’m1 digki olarak suya birakmaktadirlar). Yemden kaynaklanan azot bazli atiklarin
miktarini, énemli 6l¢lide yemin aminoasit kompozisyonu belirler. Balik beslemede
yemlerin yiiksek oranda protein igermesi, hizli aminoasit katabolizmasi sonucunda
amonyak (NHs), nitrit (NO2), nitrat (NOs’) gibi azotlu bilesiklerin su ortaminda
olugmasina ve azot (N) ylikiiniin artmasina neden olmaktadir (Y1ildirim ve Korkut 2004).
Su iiriinlerinde zengin igerikli yemlerin kullanimi ile bu bilesikler ortamda artarak kirlilik
yikiini tesvik edici yonde hareket edererek kisa siire igerisinde toksik forma doniisiip
baliklar icin ciddi saglik sorunlarina neden olurlar. Bunun yani sira dekompozisyonlari
durumunda bulunduklar1 ortamda kotii koku ve gorsel kirlilik olustururlar (Koca vd
2011). Kapali havzalarin su kalite kriterlerinde meydana gelen degisimler, 1s1k
gecirgenligindeki azalma, besin elementi igerigi, elektrik iletkenligi ve klorofil-a

miktarlarindaki artig lizerinde Otrofikasyonun etkili olabilecegi belirtilmistir (Koca vd
2011).

Yukarida bahsedildigi tizere, yiiksek potansiyele sahip su {irlinleri yetistiricilik
sektorilinlin girdilerinde liretim asamasinda en 6nemli kalemi yem, sonraki asamada ise

atik su kontroliinde aritma sistemleri ve bunlarin kimyasal bilesenleri olusturmaktadir.



Yem maliyetlerinin diisiiriilmesi admna alternatif kaynaklarin arastirildigi ¢cok sayida
calisma (Mo et al. 2020; Vera et al. 2019; Santos et al. 2019; Pradhan et al. 2020)
bulunmasina ragmen su {irtinleri yetistiriciliginde atik yonetiminin ekonomisi ve ekolojisi
ile ilgili ¢alismalar sinirli sayidadir. Halihazirda bu amagla kullanilan sentetik igerikli
bilesimler marka ve icerige bagl olarak etkinligi ve fiyat1 degismekle birlikte genellikle
pahali (Ornegin ticari bir markanmn 1000 g’1 335 $) iiriinlerdir.

Su iirlinleri atiklarindan kaynaklanan organik kirlilik (OK), siilfiir (S) ve demir (Fe)
miktarini arttirir ve sediment pH'sint diisiiriir. Balik havuzu ortaminda, yiiksek OK'nin
asirt yemlerden ve fekal atiklardan ayrigmasi, anaerobik kosul olusturan
mikroorganizmalar tarafindan ¢oziinmiis oksijen (CO) i¢in yiiksek talebe yol agabilir.
Anoksik kosullar altinda S, siilfat indirgeyici bakteriler tarafindan siilfiire indirgenerek su
kolonuna ulasabilir. Bu durum baliklar ve diger su organizmalar1 i¢in toksik 6zellik
olusturur. Ayrica siilfiir, pirit olarak bilinen ¢éziinmeyen demir siilfiirleri olusturmak i¢in
reaktif demir bilesikleri ile reaksiyona girebilir (Mandario et al. 2019). Pirit
oksitlendiginde siilfiirik asit salar ve asit-siilfat tortusu olarak adlandirilir. Cokeltide
demirin varliginin, ¢okeltideki su akisini1 ve hava girigini de engelleyen “pasli lavabo”
(Lalonde et al. 2012) olarak adlandirilan organik karbonun korunmasini destekledigi
bildirilmistir (Fruzinska 2011). Bu nedenle, ¢ift kiiltiirlii filtrasyon kullanim1 (Jones et al.
2001), polikete destekli kum filtreleri (Palmer 2010), insa edilmis sulak alanlar (Buhmann
and Papenbrock 2013) ve ¢cokelme havzalar1 gibi su iriinleri atiklarinin islenmesi i¢in

bir¢ok strateji uygulanmistir.

Bozulan dogal dengeyi tekrar kurabilmek ve toprak/su kaynaklarinin temizlemesini
saglamak amaciyla mevcut aritma sistemlerinde goriilen yetersizlikleri gidermede etkili
olabilecek ileri aritim yontemleri gelistirilmistir. Biyoremediasyon en temel ve en dnemli
olan, lizerinde olduk¢a yogunlasilan hem ¢evre dostu hem de ekonomik avantajlari ile bu
yontemlerden biri olmustur. Biyoremediasyon (biyoiyilestirme), mikroorganizmalar
vasitasiyla, organik ve inorganik kirliligin (metalik ve radyoniiklid kirliligi) yikima

ugratilmasini saglayan ve gevre kirliligini azaltmada gelecek vadeden bir yontemdir.



Bunlarin yani sira, maliyet verimliligi ve ikincil kirletici riskinin azalmasi nedeniyle de
kiiresel olarak uygulanan bir ¢evresel restorasyon yontemidir (Ozer 2011; Adams et al.
2015; Vural vd 2018; Nie et al. 2020). Bu avantajlar nedeniyle, ¢evreyi eski haline
getirmede alternatif yaklasimlar arasinda biyoremediasyon teknolojisi bircok
arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir (Gou et al. 2020; Nie et al. 2020). Bu yontemin ayni
zamanda biyoteknolojik iyilestirme yontemleri arasinda yer almasi verimli, ekonomik,
cok yonlii ve ¢evreye duyarh bir ¢6ziim olarak kabul edilmesini saglamistir (Margesin

and Schinner 2001; Vural et al. 2018; Gou et al. 2020).

Biyolojik iyilestirme, 6zellikle kirlenmis toprak ve su alanlarinda dogal biyolojik aktivite
kullanarak cesitli kirleticileri yok etme veya zehirli, bozulmayan bilesiklerin, toksik
olmayan iirlinlere verimli bir sekilde doniistiiriilmesi imkan1 sunan bir secenektir. Bu
nedenle, yiiksek bir kamu kabuliine sahip olan ve genellikle sahada gerceklestirilebilen
nispeten diisiik maliyetli, diisiik teknolojili teknikler kullanir. Bununla birlikte, {izerinde
etkili oldugu kirletici madde araliginin siirli olmasi, zaman 6lgekleri nispetinin uzun
olmasi ve elde edilebilen atik kirletici seviyelerinin her zaman uygun olmamasi da s6z
konusudur. Kullanilan yontemler teknik olarak karmasik olmasa da, basarili bir
biyoremediasyon programi tasarlamak ve uygulamak dikkate deger deneyim ve uzmanlik
gerektirmektedir. Yine kapsamli ve tatmin edici bir sonug elde etmek igin kosullarin
optimize edilmesi gerekir. Bilgi ve deneyim kazandikca gelisen biyolojik iyilestirmede
belirli tlirdeki g¢evre kirliligi ile basa ¢ikmak i¢in potansiyel artmaktadir. Biyolojik
tyilestirme, ¢evresel kirleticileri daha az toksik formlara indirgemek icin basta
mikroorganizmalar olmak {izere canli organizmalarin kullanilmasidir. Dogal ortam
bakterileri, insan sagligi ve / veya ¢evre icin tehlikeli maddeleri pargalayan veya
detoksifiye eden funguslar veya bitkiler de kullanilmaktadir (Vidali 2001; Vural vd
2018). Cogu biyoremediasyon sistemi aerobik kosullar altinda ¢alistirilirken, anaerobik
kosullar altinda c¢alistirmak da mikrobiyal organizmalarin inatgt molekiilleri
parcalamasina izin Vverir (Colberg and Young 1995). Atik su aritiminda dogal biyolojik
tyilestirme kullanilmasina ragmen tehlikeli atiklarin azaltilmasi yoniinde bilingli bir

sekilde kullanim giincel bir gelisme olarak kaydedilmistir (Adams et al. 2015).



Tiim diinyada biyoteknoloji alaninda kaydedilen gelismeler sayesinde yapilan
calismalarda yeni disiplinlerin gelisimine yonelik egilimler olusmustur. Bu disiplinler
arasinda "Blue Biotechnology” olarak tanimlanan ve deniz alanlarinda/denizel biyotada
yapilan ¢alismalar hizli bir gelisim saglayarak oOzellikle bakterilerin kullanildigi
iyilestirme caligmalar1 (bacterial bioremediation) arastiricilar i¢in ilgi odagi olmustur

(Altug 2016).

Biyoremediasyon, mikrobiyal hiicreler i¢cinde bir redoks reaksiyonunda enerji iiretimini
icerir. Bu reaksiyonlar; solunum, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli diger
biyolojik fonksiyonlari igerir (Adams et al. 2015). Biyoremediasyon siire¢lerinin kontroli
ve optimizasyonu bir¢ok faktoriin karmasik bir sistemidir. Bu faktorler; kirleticileri
pargalayabilen bir mikrobiyal popiilasyonun varligi, mikrobiyal popiilasyonda
Kirleticilerin mevcudiyeti ve gevre faktorlerinden [toprak tipi, sicaklik, pH, oksijen, nitrat
ve siilfat gibi elektron alicilarinin ve besin maddelerinin (basta azot ve fosfor) varligi]
olusur (Vidal1 2001; Adams et al. 2015). Genellikle bu sistemin ¢aligmasi igin bir enerji
kaynag1 (elektron verici), bir elektron alicis1 ve besinler gibi etkenlerden birini veya

birkagini saglayan bir iletim sistemi gereklidir (Adams et al. 2015).

Biyolojik iyilestirme tekniklerinde kirleticilerin basarili bir sekilde zararsiz iriinlere
dontistiirmeleri icin mikroorganizmalarin kirletici maddelere enzimatik olarak saldirmasi,
parcalamada etkin olan mikroorganizmalarin kirletici maddelerle yakin iligkide olmasi
gerekmektedir (Adams et al. 2015; Vural et al. 2018). Yine bu amagla kullanilacak
mikroorganizmalarin biiyltimelerinin tesvik edilmesi (Ceyhan ve Esmeray 2012; Vural et
al. 2018) ve popiilasyonu mevcut degilse/yetersizse, mikroorganizmalar1 kirletici
maddelerle temas ettirmek gibi tekniklerin gelistirilmesi gerekmektedir (Vural vd 2018).
Kirleticilerin bulundugu alana besin aktarimi yapilmasi veya ortama yeni
mikroorganizma aktarilmasiyla mevcut popiilasyonun arttirilmasi da miimkiin olmaktadir
(Ceyhan ve Esmeray 2012; Vural et al. 2018). Biyoremediasyonu etkileyen faktorler
Cizelge 1.1°de verilmistir (Dindar vd 2010; Giil ve Yavuz 2018).



Cizelge 1.1. Biyoremediasyonu etkileyen faktorler

Uygun kimyasal ve Uygun hidrojeolojik | Uygun olmayan Uygun olmayan
biyolojik faktorler faktorler kimyasal ve hidrojeolojik
biyolojik faktorler | faktorler
Az sayida organik kirlilik | Graniiler bosluklu alan | Birgok organik ve Kirik kayalar
inorganik
kirleticilerin
karigimi
Asirt  toksik  olmayan | Yiiksek  permeabilite | Toksik kirleticiler Diisiik permeabilite
kirleticiler (10 cm/s)
Mikroorganizmalarin Uniform mineroloji Diisiik mikrobiyal | Kompleks mineraloji
cesitliligi popiilasyon
Oksidasyon igin uygun | Homojen alan Oksidasyon igin Heterojen alan

elektron alic1

elektron alicis1

yoklugu

Uygun pH aralig1

Doyurulmusg tabaka

Uygun olmayan pH

araligi

Doyurulmamis tabaka

Biyoremediasyona oksijen, nitrat, manganez, demir (III), siilfat veya karbon dioksit
azaltic1 ve bunlarin karsilik gelen redoks potansiyelleri gibi farkli tiplerde mikrobiyal
elektron alici siiflar dahil olabilir. Redoks potansiyelleri, elektron alict smiflarinin
goreceli baskinliginin bir gostergesidir. Organik kirleticilerin genel bozunma siirecleri

Sekil 1.1°de verilmistir (Adams et al. 2015).
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Organik Kirlilik COn+ H10 + Diger atik Grinler + Enerji

Olczdtlenim g Elelitron Alciss Azaltibnig Elektron Alcisa
O H.0
NOs M2
FE(IIT) FE(II)
504= Has
OKSIDATIF INDIRGEME
Eleltrofililc Kirlililc Daha Az Halojen Eirlilile

+CI (Ya Da Diger Indirgenmis Tiirler)

.
)
- '/-
Elektron Verici Olczitlenm iz Elektron Vertcl
Seler CO:+ HaO + Diger fermente tiriinler + Enerji
Yag Asidi
H:

REDUKTIF INDIRGEME

Sekil 1.1. Organik kirleticilerin genel bozunma siireci

Biyoremediasyon Cesitleri

Biyoremediasyon ¢evresel biyoteknoloji kapsaminda ele alinir. Bu metotun her gegen giin
geliserek toksik madde sayisina gore uygulanan biyoremediasyon teknikleri ile artacagi
umulmaktadir (Vural vd 2018). Biyoremediasyonun yapilabilirliginde kirleticilerin
bulundugu yer 6nemli rol oynar (Adams et al. 2015). Bu teknik, yerinde (zn-situ), uzaktan
(ex-situ) ve kombine biyoremediasyon teknigi olmak iizere 3 ana sinifta incelenir (Vidali

2001; Adams et al. 2015; Vural vd 2018).
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Yerinde teknikler, sahadaki toprak ve yeraltt suyuna minimum rahatsizlik ile uygulanan
teknikler olarak tanimlanmaktadir. Ex situ teknikler; kazi (toprak) veya pompalama (su)
ile gevreden uzaklastirilan toprak ve yeralti suyuna uygulanan tekniklerdir. Biyo-biiyiitme
teknikleri ise, kirleticileri par¢alama kabiliyetine sahip mikroorganizmalarin eklenmesini
icerir (Vidali 2001). Biyoremediasyon stratejilerinin 6zeti Cizelge 1.2° de sunulmustur

(Vidali 2001).

Yerinde (in-situ) Biyoremediasyon Teknigi: Bu teknik, biyolojik filtreler, biyolojik
aritma ve biyolojik uyarilma konularini igermektedir (Vural vd 2018). Bu teknikler,
kontaminantlarin kazilmasi ve taginmasi olmadan yerinde iyilestirme sagladiklar i¢in
daha diisiik maliyet ve kolaylik nedeniyle genellikle en ¢ok tercih edilen se¢eneklerdir.
Yerinde islem, etkili bir sekilde islenebilen topragin derinligi ile sinirlidir. Birgok
toprakta, istenen biyolojik iyilestirme oranlar1 i¢in etkili oksijen difiizyonu 60 cm’ ye
kadar uzanir (Vidal1 2001; Adams et al. 2015). Bu teknik yaygin olarak halojen olmayan
yar1 ugucu organiklerin giderilmesinde uygulanmaktadir (Dindar vd 2010). En 6nemli

saha uygulamalart:

a. Bioventing: En yaygimn yerinde iyilestirme teknigidir. Bu teknikte yerli bakterileri
uyarmak i¢in kuyulardan kirlenmis topraga hava ve besin gecisi saglanir.

b. Yerinde biyo-bozunma: Dogal olarak olusan bakterileri organik Kkirleticileri
parcalamak {izere uyarmak i¢in sulu ¢ozeltilerin kontamine topraklarda dolastirilmasi
yoluyla oksijen ve besin maddelerinin ortama kazandirilmasini igerir. Toprak ve yeralti
suyu i¢in kullanilabilir.

c. Biosparging: Yeralti suyu oksijen konsantrasyonlarini arttirmak ve dogal olarak
olusan bakteriler tarafindan kirleticilerin biyolojik bozulma oranini arttirmak igin su
tablasinin altina basingli hava enjeksiyonu uygulamasini igerir. Biyosparging doymus
bolgedeki karisimi arttirir ve boylece toprak / yeralti suyu arasindaki temasi arttirir.

d. Bioaugmentation: Siklikla kontamine bdlgelere yerli veya eksojen

mikroorganizmalarin eklenmesini igerir.
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Uzaktan (ex-situ, ortam dis1) Biyoremediasyon Teknigi: Bu teknik; kompostlama,
arazi diizeltme, biyolojik yiginlama ve biyoreaktorler yontemlerini igeriri (Vural vd
2018). Kirli topraklarin taginmasi veya kirli sularin biyoremediasyon bdlgesine
pompalanmasi bu teknigin uygulamalaridir (Giil ve Yavuz 2018). Teknikte kazi
yapildiktan sonra tagimimin s6z konusu olmast ekonomik yonden dezavantaj

olusturmaktadir. Uzaktan (ex-situ) biyoremediasyon teknikleri ise;

a. Tarla tarim, kirlenmis topragin kazilarak hazirlanmis bir yatak iizerine yayildigi
teknikte, kirleticiler bozulana kadar periyodik olarak iglem devam ettirilir. Basit bir teknik
olup, amag ortamdaki biyobozunur mikroorganizmalar1 uyarmak ve kirleticilerin aerobik
bozulmalarini kolaylastirmaktir.

b. Kompostlama, kirlenmis topragin giibre veya tarimsal atiklar gibi tehlikeli olmayan
organik bilesenlerin birlestirilmesini i¢eren bir tekniktir.

c. Biopiles, tarim ve kompostlama karigimindan olusan bir teknik olup, esasen,
tasarlanmig hiicreler, havalandirilmis kompost yiginlari olarak insa edilir.

d. Biyoreaktorler (bulamag reaktorler veya sulu reaktorler), kirlenmis topragin ve
kirlenmis bir ortamdan pompalanan suyun ex-situ iyilestirilmesi ig¢in kullanilir.
Reaktorlerde biyoremediasyon, kontamine olmus kati materyalin (toprak, tortu, camur)

veya suyun karisimi seklinde bir muhafaza sistemi yoluyla islenmesini igerir.

Kombine Biyoremediasyon Teknigi: Kolay bozulmayan, karmagsik ve inorganik bilesik
karisimlart iceren tehlikeli atik alanlari (hastane atiklari, radyoaktif atiklar, aritim

camurlarmin dokiildiigii alanlar gibi) i¢in Onerilen bir tekniktir (Ceyhan ve Esmeray
2012).
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Cizelge 1.2. Biyoremediasyon stratejilerinin 6zeti

Teknoloji | Ornekler Avantajlar Siirlamalar Dikkate Alinmasi1 Gerekenler
In-situ In-situ En uygun maliyetli Cevresel kisitlamalar Yerli mikroorganizmalarin bozunma
biyoremidasyon yayilimc1 olmayan Uzatilmis iyilesme siiresi yetenekleri
Biyo-serpme Nispeten pasif izleme zorluklar Metallerin ve diger inorganiklerin
Biyolojik dogal zayiflama varlig
havalandirma stirecleri Cevresel parametreler
Biyoaugmentasyon | Toprak ve su Kirleticilerin biyolojik olarak
iyilestirmesi pargalanabilirligi
Ex-situ Alan isleme Diigiik maliyetli Mekan gereksinimleri Yukariya bakiniz
Kompost Yerinde yapilabilirlik | Uzatilmig iyilesme siiresi
Biyopiles Diisiik etkili Abiyotik kaybini kontrol
etme ihtiyaci
Biyoyararlanim sinirlamasi
Biyoreakt |Bulamag Hizli bozunma kinetigi | Toprak kazi gerektirir Yukartya bakiniz
orler reaktorleri optimize edilmis Nispeten yiiksek maliyetli Biyoaugmentasyon
Sulu reaktorler Cevresel parametreler | sermaye Degisikliklerin toksisitesi
Toplu aktarimi gelistirir | Nispeten yiiksek isletme Zehirli madde konsantrasyonu
Asilarin ve yiizey aktif | maliyeti
maddelerin etkili
kullanimi

Biyoremediasyon Siirecinde Yer Alan Organizmalar:

Biyoremediasyon tekniginde bitki ve mikroorganizmalarin rol aldig: bilinmektedir. Bu
teknikte kirleticilerin bulundugu yerde dogal olarak bulunan ya da disaridan inokiile
edilen mikroorganizmalar en ¢ok tercih edilen ajanlar olarak yiiksek potansiyele sahiptir
(Prescott et al. 2002; Vural vd 2018). Mikroorganizmalar hizli biiyiime 6zelligine sahip
olmalari, kolay kullanimlar1 ve diisiik maliyetleri nedeniyle biyoremediasyon tekniginde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda bakterilerin tekli ve ¢coklu kiiltiirleri
veya biyotransformasyon enzimlerinin aragtirilmasi iizerine ¢aligmalar yapilmaktadir

(Ergiiven 2019; Nie et al. 2020).

Bazi1 biyoremediasyon proseslerinde birtakim bakteriler kullanilmistir. Bu bakterilerden

Pseudomonas’lar  ve  Methanobakter’ler ~ biyoremediasyon  silirecine  katilan
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mikroorganizmalar olup, diger organizmalarla (mikroorganizma, fungus, bitki gibi)
birlikte, iyilestirme islemine tabi tutulmuslardir. Bakteriler anaerobik ve aerobik
metabolizmalar1 sayesinde toksik metalleri, aromatik bilesikleri, pestisitler gibi

ksenobiyotikleri ok basamakl1 prosesler ile uzaklastirmaktadirlar (Ozer 2011).

Bacillus Tipi Mikroorganizmalar

Bakteriler arasinda Bacillus cinsi bakteriler biyolojik iyilestirmede dikkat ceken
mikroorganizmalardandir. Antibiyotik, enzim ve toksin {iretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile kolay tiretilen ve endiistriyel dneme sahip mikroorganizmalardir (Uzunalioglu 2015).
Bacillus cinsi 70'den fazla Gram pozitif bakteriyel tiir icerir. Etkileyici fizyolojik
cesitliligi ve sporlariin elverissiz kosullara karsi yiiksek direnci, bu bakterilerin ¢ok
cesitli dogal yagsam alanlarinda yaygin olarak bulunma nedenidir (Selenska-Pobell et al.
1999). Bacillus thuringiensis (Bt) ve Bacillus subtilis (Bs) her yerde bulunan, spor
olusturan Gram pozitif bakterilerdir. Bt entomokidal proteinler iceren kristalin
inkliizyonlar, ayrica sporiilasyon islemi sirasinda Bt toksinleri veya endotoksinler olarak
da adlandirtlir (Chandrasekaran et al. 2015). Bt sporlar1 ve protein kristalleri iceren
preparatlar 1970'lerden beri mikrobiyal pestisitler olarak kullanilmaktadir (Navon 2000;
Inatsu et al. 2006).Bt suslar1 her biri farkli konakg1 araliklari ile ¢esitli kristal proteinler
tiretir (Chandrasekaran et al. 2015). Heterotrof olan B. thuringiensis’in hayvan ve insan
sagligi agisindan hedef dis1 canlilara toksik olmadigi yoniinde giivenirlik testleri
bulunmaktadir (Uzunalioglu 2015). B. subtilis(Bs); Bacillaceae familyasinin Bacillus
cinsine ait toprak, su, hava ve ¢iirliyen bitki artiklarindan izole edilen ve her yerde
bulunabilen bir bakteridir. 20-30 °C’de iireyen, oksijenli solunum (veya gegcici oksijenli
solunum) yapan bir bakteri cinsidir. Vejetatif sekilleri dayaniksiz olmasina ragmen,
sporlar1 bazen kaynama derecelerinde birkag saat dayanabilmektedir (Piggot and Hilbert
2004; Yonsel 2010).

Bu bakteri AB ve iilkemizde ¢esitli yonetmeliklerde kullanimina izin verilmis oldukga
farkli alanlarda (gida, yem ve tarim sanayinde) degerlendirilen bir mikroorganizmadir

(Yonsel 2010). Ozellikle son yillarda, bakterilerin biyoremediasyon ajanlari olarak
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kullanilmasma yonelik ¢alismalara ilgi artmaktadir (Ozer 2011).Bacillus sp. bu konuda
en umut verici bakteri grubu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bunun yanisira bu bakterilerin
sucul ekosistem Kirliliklerinde kullanimi ve remediasyon mekanizmasina dair bilgiler
oldukca smirli olup su ko-kontaminasyonlarimin bozulma siireci ve yolu iizerindeki
potansiyel etkileri ya hi¢ degerlendirilmemis ya da smirli birkag parametre ile
calisilmigtir. Tiim diinyada su iiriinleri yetistirciliginde de en etkili siireclerden biri atik
su yonetimidir. Bu amacla bugiine kadar sentetik ve/veya biyolojik bircok ydntem
kullanilmasmma ragmen hizla artan g¢evre problemleri, kimyasal kalintilar, ekolojik
dengenin bozulmasi ve kullanilan tekniklerin aritimda yiliksek maliyetli ya da kalifiye is
giicli gerektirmesi gibi nedenlerden dolay1 insanlar alternatif remediasyon kaynaklarina
yonelmistir. Mikroorganizmalarin biyoremediasyon, biyogiibre ve biyopestisit olarak
kullanimlar1 iilkemiz i¢in yeni olmamasina ragmen, bu konulardaki ¢aligmalar farkli
mikroorganizmalarin devreye alinmasi ve ozellikle de yerli izolatlarin kullanilimiyla
gelistirilerek  devam  etmektedir. Bu alanda yapilan bircok ¢aligmada,
mikroorganizmalarin izolasyonu, gelisim sartlar1 ve ksenobiyotiklere (agir metal/biiytime
tizerinde etkili olan maddeler, antibiyotikler) karsi diren¢ mekanizmalar1 biyoteknolojik
ve gevresel uyumun yani sira remediasyon potansiyelleri de farkli ortamlarda ve
bakterilerle arastirilmistir (Altug and Bayrak 2003; Altug and i¢oz 2005; Altug et al.
2006; Altug 2008; Altug and Okgerman 2008; Barlas Turan and Altug 2011; Cardak and
Altug 2014).

Bu calismada, yerli izolatlarin kullanimui ile kontrollii sartlar altinda yetistiricilik kaynakli
(yem atig1, disk1 vb) olusan kirlilik etmenlerinin giderilmesinde Bacillus thuringiensis ve
B. subtilis’in biyolojik iylestirme potansiyellerinin; toplam azot, nitrit, nitrat, fosfor,
stilfat diizeyleri ile baz1 fizikokimyasal su parametreleri [¢ozlinmiis oksijen, pH, sicaklik,
iletkenlik, bulaniklik, renk, serbest klor, toplam klor, alkalinite, toplam sertlik] ve agir
metal [aliminyum (Al), demir (Fe), kadmiyum (Cd), krom (Cr), bakir (Cu), mangan
(Mn), nikel (Ni), bor (B) ve selenyum (Se)] konsantrasyonlar1 iizerine remediasyon

etkileri arastirilarak ileri caligmalar i¢in 6n veri olusturulmustur.
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2. KAYNAK OZETLERI

Chen et al. (2018), genellikle sucul ekosistemlere desarj edilen polibromlu difenil
eterlerin (PBDE's), farkli besin seviyelerine sahip atik sularda mikrobiyal bozunmasini
arastirmak amaciyla kontamine tortularda 2,2 ', 4,4'-tetrabromodifenil eteri (BDE-47)
farkli besin 6zelliklerine sahip ii¢ atik suya (atik su, belediye kanalizasyon ve karides
golet atik suyu) birakarak anaerobik bir mikrokozmos deneyi ile degisimini
incelemislerdir. Karbon ve azot konsantrasyonlar1 diisiik olan belediye kanalizasyon
sularinda BDE-47’nin nispeten hizli, buna karsin daha yiiksek besin konsantrasyonlarina
sahip atik su ve karides golet atik sularinda ise ¢ok daha yavas bozundugunu tespit
etmislerdir. Atik sulardaki BDE-47 giderimindeki farkliliklarin, demir azaltma oranlari
ve organohalide solunan bakterilerin (OHRB) varligi/bollugu ile ilgili oldugunu ifade
etmislerdir. Diger remediasyon calismalari ile karsilastirildiginda, PBDE degradasyon
yeteneklerine sahip bazi bakteri gruplarmin, atik sularda PBDE degradasyon
etkinliklerinin daha yiliksek oldugunu kaydetmislerdir.

Maden yataklarindan izole edilen bazi bakterilerin agir metallerin (Cu (bakir)-Pb
(kursun)- Zn (¢inko)) biyoremidasyonunda kullanilabilme potansiyellerinin arastirildigi
calismada; yedi farkli bakteri izolati1 topraktan hazirlanan kiiltiir ortamlarindan izole
edilmistir. Mikrobiyolojik teknikler ile saf kiiltiir haline getirilen bakterilerden agir metal
absorbe edebilen tiirler (Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas stutzeri ve Pseudomonas
luteola) kiiltiir yapilarak ¢ogaltilmistir. Ardindan elde edilen bakteri izolatlarinin tekli ve
sinerjik etkisi ile topraktaki agir metaller (Cu-Pb-Zn) ile organik madde ve pH degisimleri
degerlendirilmistir. Sonuglara gore maden yatag: topraklarinda metal miktar: yiiksekten
diisiige gore sirasiyla kursun, cinko ve bakir olarak belirlenmis, ortama ilave edilen
bakteri ve/veya bakterilerin agir metallerde, organik madde ve pH’da kontrole gore

arttig1/azaldig1 tespit edilmistir (Ozbucak vd 2018).

Prasetyo et al. (2018), Pseudomonas sp. LS3K’nin biiyiime kinetigine farkli C/N
oranlarinda sentetik ortam ve aerobik sartlarin etkisini arastirmislardir. Ortamdaki azot

kaynag1 sodyum nitrat ve karbon kaynag trisodyum-sitrat-dihidrat olarak belirlenmis ve
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ortamdaki C/N oranlari, 5, 10, 15 ve 20 olarak dizayn ederek bakteriyel biiyiime
karakteristigini, optik yogunluk degerindeki artislara gore belirlemislerdir. Pseudomonas
sp. LS3K’nin deney siiresince nitrat giderimi (NOz) ve nitrit (NOz) iretimini
belirlemislerdir. Sonug olarak Pseudomonas sp. LS3K, ortamdaki farkli C/N oranlarinda
biiyiiyebildigini ve nitrati nitrite indirgeyerek aerobik denitrifikasyon yetenegine sahip

oldugunu kaydetmislerdir.

Azotun bozulmasinda esas olarak bir psikrotrofik susun tanimlanmasina odaklanilan ve
on denitrifikasyon 6zelliklerinin arastirildig ¢alismada, yeni J tiirii, brom timol mavisi
kat1 ortam kullanilarak izole edilmis ve diisik sicaklikta atik sudan nitratin
uzaklagtirilmasi i¢in daha verimli ¢alistigi dogrulanan morfoloji ve fosfolipid yag asidi
temelinde Pseudomonas taiwanensis bakterisi olarak tamimlanmistir. Pseudomonas
taiwanensis, 15°C'de %100 ve 5°C'de %51,61 nitrat uzaklastirarak olagandis1 aerobik
denitrifikasyon kabiliyeti gosterdigi, bu bakteri ortaminin glikoz karbon kaynagi olarak
kullanildiginda 15°C'de %100 ve %93,79'a ulasan nitrat ve toplam azot giderimine sahip
oldugu belirlenmistir. Yine J sugunun aerobik denitrifikasyon yeteneginin yani sira diigiik
sicaklik ve yliksek pH' tolere etme konusunda dikkate deger bir yetenege sahip oldugu
bildirilmistir (He et al. 2018).

Chang et al. (2019) su iirlinleri yetistiriciliginde hastalik salginlarin1 6nleme ve patojenik
bakterileri inhibe etme amaciyla antibiyotiklerin siklikla kullanildigini ifade ederek,
antibiyotiklerin su kalitesi ve mikrobiyal topluluklar iizerinde etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Yapmis olduklar1 c¢alismalarinda, siit baligi (Chanos chanos)
havuzlarinda siilfametoksazol (SMX) kullaniminin su kalitesi ve mikrobiyal topluluklar
lizerine olan etkilerini arastirmislardir. Sonug olarak SMX ilavesinin amonyak oksitleyici
bakteriler (AOB), nitrit oksitleyici bakteriler (NOB) ve fotosentetik bakteriler {izerine
inhibe edici etkisi oldugunu, havuz suyunda amonyak ve toplam fosfor seviyelerini
artirdigini bildirmislerdir. S6z konusu antibiyotigin giderimi i¢in eklenen bakterilerle
(SMX bozucu bakteriyel soylar A12 ve L'nin eklenmesi) SMX'in etkili bir sekilde
bozundugunu, balik havuz suyunda amonyak ve toplam fosfor seviyelerinin azaldigini,

AOB, NOB ve fotosentetik bakterilerin sayilarinin restore oldugunu rapor etmislerdir.
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Ayrica, bakteriyel suslarin A12 ve L'nin ikili fonksiyon (biyo-biiyiitme ve su kalitesi
korunumu) olusumunun yararl bakteriler olarak havuzlarin biyoremediasyonu i¢in etkili

bir yaklasim sagladigini ifade etmislerdir.

Agir metal ve hidrokarbonlarla kontamine olmus ortamlarin remediasyonu ve bu alanda
kullanilacak mikroorganizmalarin kullanimi diinya ¢apinda 6nemli bir sorun haline
gelmigtir. Bu anlamda Antartika'daki bozulmamis bir havuzdan izole edilen
Pseudomonas extremaustralis bakterisinin ¢evresel stresle basa ¢ikma konusunda yiiksek
yeteneklerinin yani1 sira mikroaerobik kosullar altinda alkan bozunmasinda etkili olan ¢cok
yonli bir metabolizmaya sahip oldugu bildirilmistir. Bu mantikla yapilan ¢alismada, P.
extremaustralis'in yiiksek bakir konsantrasyonlarini tolere etme potansiyeli ve bakir
varhigimin dizel biyodegradasyonuna etkisi arastirtlmigtir. P. extremaustralis'in LB gibi
zengin bir ortamda 4 mM CuSOg'e kadar direng gosterdigi ve ortama az miktarda glikoz
(agirhik/hacim %0.05) ilavesi ile CuS04 varliginda alkanlarin bozulma hizini artirdigini

bildirmislerdir (Colonnella et al. 2019).

Zhang et al. (2019) metal direngli bir bakteri olan Pseudomonas putida ZN1'in azot
giderme yetenegini ve metallerin inhibisyon oranini arastirmiglardir. ZN1’in, amonyum,
nitrat ve nitriti sirasiyla %97,47, %86,08 ve %71,57'lik seviyelerde etkin bir sekilde
uzaklagtirdigini ve ayni anda nitrifikasyon ve denitrifikasyon islemi sirasinda
amonyumun kullanilmasini tercih ettigini bildirmislerdir. Agir metallerin amonyum
giderimi {izerindeki engelleyici etkisinin yiiksekten diisiige gére Ni?*> Cré*>Zn2*> Cu?
* seklinde oldugunu bildirmislerdir. Bunun yani sira ZN1’in miikemmel heterotrofik
nitrifikasyon ve aerobik denitrifikasyon kapasitesi sergiledigini ve amonyumu agir metal

iceren atik sudan etkili bir sekilde uzaklastirdigini rapor etmislerdir.

Su iiriinleri kaynakli organik zenginlik, balik havuzlarinda sedimentte yiiksek seviyelerde
organik madde (OM), kiikiirt (S), demir (Fe) ve disiik pH seviyeleri ile kimyasal
kompozisyonun degisimine neden olmaktadir. Bu amacgla yapilan bir ¢alismada,
Marphysa sp. balik havuzlarinda iki farkli sedimente (Sediment A: daha diisiik OM, S,
Fe ve sediment B'den daha yiiksek pH) eklenerek 30 giin sonra kii¢iik ve biiyiik zincirlerin
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iyilestirme siireci takip edilmistir. Sediment B'de, biiyiik ¢oklu zincirlerin OM seviyesini
(%27) onemli 6l¢iide diisiirdiigii, hem kii¢iik hem de biiyiik ¢oklu zincirlerin ise her iki
tortu tipinde de Onemli ol¢iide S (%71) ve Fe (%70-73) azalisina neden oldugu
bildirilmistir (Mandario et al. 2019).

Oualha et al. (2019), en yiiksek biyodegradasyon verimlilik oranlarini elde etmek i¢in
iyilestirme kosullarinda yerli bakteri suslarinin optimizasyonunu c¢alismislardir. Bu
amacla biyostimiilasyon ve biyo-bliyiitme siireclerinde biyopil sistem teknolojisinin
kullanimini arastirmislardir. Yerli Bacillus sonorensis D1 bakterisinin, optimize edilmis
kosullara getirildiginde [karbon/azot/fosfor (C/N/P) (100/10/1), sicaklik (37°C), ylizey
aktif madde ara 80 (%0,12 (h/h)) ve nem (%10) ] biyodegradasyon isleminde dnemli bir

rol oynadigini belirlemislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada, yeralti suyundan amonyum-azot (NH4"-N), nitrit-azot (NO2
- N), nitrat-azot (NO3z™-N) ve toplam azotun giderilmesinde bakteriler kullanilmis ve bu
besin tuzlarmin uzaklastirilmasi, farkli zamanlar, baslangic konsantrasyonlari, pH
degerleri ve yeralt1 suyu kimyasal bilesimleri (Ca?*, Mg?*, HCO3", COs%, Fe?*, Mn?*, ve
SO4*) dikkate almarak incelenmistir. Farkli konsantrasyon kosullarmin, sertlik,
alkalinite, anyonlar ve katyonlar, tizerine farkli tesvik edici ve inhibe edici etkiler
gosterdigi bildirilmistir. Ayrica li¢ azot formunun adsorpsiyonundan sonra, parcalayici
bakteriler arasinda artis ve g¢esitlilik bakimindan 6nemli farkliliklarin oldugu da
kaydedilerek NO3™ - N uzaklagtirilmasindan sonra bakterilerin fazlaliginda, NO2” - N
uzaklastirilmasindan sonra da ¢esitlilik konusunda artislara dikkat c¢ekilmistir. Yine
calisma sonuglarinda NHs" -N ve NO2-N'yi etkili bir sekilde uzaklastirilmasinda

Pseudomonas ve Serratia’nin baskin tiirler oldugu ifade edilmistir (Li et al. 2019).

Lukwambe et al. (2019) bakteriyoplankton toplulugunun stabilitesi ve besinlerin
uzaklastirilmasi {izerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda biyofiltre [biyofilm,
istiridye (Tegillarca granosa) ve makrofitler (Spartina anglica)] ile birlikte kapsamli bir
restorasyon teknolojisi uygulamislardir. Bakteriyoplankton toplulugunun cesitliliginin

azot bakimindan zengin atiklarin islenmesi ve iyilestirilmesinde biyojeokimyasal
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faktorlerle yiiksek degerli biyokiitleye bagli oldugunu bildirmislerdir. Yine biyo-filtre
etkilerinin yani sira bakteriyoplankton topluluklarina abiyotik [nitrat (NO3 - N),
¢Ozlinmis oksijen (CO), toplam azot (TN), su sicakligi (SC)] ve biyotik faktorlerin
(klorofil a ve yesil alg) etki ettigini de bildirerek bu sistemlerin, su fiirtinleri

yetistiriciliginde atik su aritma teknolojisi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Biyosorbent olarak cesitli mikrobiyal biyokiitlelerin arastirildigi ¢aligmada, Bacillus
subtilis tarafindan demirin sulu ¢ozeltilerden biyo-emilimi arastirilmistir. Bu amagla
deney kosullar1 altinda (100 mg / I'lik baslangic metal konsantrasyonu, pH 4,5 ve
biyokiitle dozu) biyosorpsiyon kapasitesi Endiiktif Ciftlesmis Plazma Optik Emisyon
Spektroskopisi (ICP-OES) ile elde edilmistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve
Enerji Dagitict X-is1m1 (EDX) analizi, bakteriyel ylizeyde c¢okeltiler ve EDX
spektrumunda bir tepe noktast olarak demir biyosorpsiyonu dogrulanmistir.
Biyosorpsiyona katilan fonksiyonel hidroksil, karboksil ve amino gruplari, Fourier
Transform Infrared spektroskopisi (FTIR) ile belirlenmistir. Biyosorpsiyon igin
biyosorbanin amorf dogasi ise X-1s1n1 Kirnimi (XRD) analizi ile gosterilmistir. B. subtilis
biyokiitlesi, sifir noktas1 yiikii (pHpzc) 2.0°de tanimlanmistir (Krishna Kanamarlapudi
and Muddada 2019).

Tu et al. (2019), nehirde kentsel kirli sudan olduk¢a zenginlestirilmis bir amonyak-
oksitleyici arke kiiltiirii elde ederek optimum gelisim kosullarini tanimlamislardir. Bu
kosullar altinda en yiiksek amonyak-oksitleyici arke sayis1 4,6 x 107 kopya/ng DNA
olarak belirlemislerdir. Kirli nehir suyunda amonyak-oksitleyici arke biiylimesi, 10
giinliik inkiibasyondan sonra antibiyotik igermeyen amonyak-oksitleyici arke ile
zenginlestirilmis kiiltiirlerde amonyak konsantrasyonunda dnemli bir azalma goriildiigi,
nitrat konsantrasyonunda senkron artisinin 12,7 mg/L'ye yiikseldigini bildirmislerdir.
Bununla birlikte, antibiyotikle zenginlestirilmis amonyak-oksitleyici arkelerin, amonyak
veya nitrit konsantrasyonunda onemsiz degisiklikler gosterdigini amonyak-oksitleyici
bakterilerin Kirli nehir suyunun amonyak oksidasyonunda énemli bir rol oynadigini ve
sadece amonyak-oksitleyici arkenin amonyak veya nitrit konsantrasyonlarinda dnemsiz

degisiklikler gosterdigini kaydetmislerdir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muddada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31880898
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Daha verimli kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) giderme ve daha yiiksek biyokiitle
verimliligi i¢in arzu edilen bir yosun/bakteri konsorsiyumu olusturmada 6nemli bir faktor
olan ¢camur inokiilasyon zamanlamasini optimize ederek KOI giderimini artirmaya ve
desarj icin ¢ikis standardini karsilamaya odaklanilmis bir c¢alisma planlanmistir.
Calismada KOI'yi azaltmak i¢in aktif gamur eklenmis, ancak asilama ekim baslangicinda
yapilmustir. Bununla birlikte, 3 giinliik kiiltivasyondan sonra ¢camur eklendiginde, KOI
konsantrasyonunun tekrar artmaya basladigi, alg biiyiimesi ve biyokiitle verimliliginin,
baslangi¢c camur agilama ve kontrolden (¢amursuz) daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
QPCR ile olgiilen alg ve bakteri hiicre sayilarinin da 3 giin sonra ¢amur agilamasi ile daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Sonug olarak optimize edilmis zamanlamada aktif ¢camur
icine bakteri inokiilasyonuyla geleneksel mikroalgal atik su aritimindan daha gelismis bir

KOI gideriminin saglandig1 bildirilmistir (Lee et al. 2019).

Sun et al. (2019), sekiz tiir mikrotrofik siilfit oksitleyici bakteriyi (SOB) aktif camurdan
izole etmis ve 16S rRNA dizi analizi ile tanimlamiglardir. Daha sonra organik maddelerin,
¢coziinmiis oksijen (CO) igerigi ve nitratin siilfiir oksidasyonu ve bakteriyel biiyiime
tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Sonuglar Paracoccus sp. (N1), Pseudomonas sp.
(N2) ve Pseudomonas sp. (S4) tiirlerinin, diisik CO ve yiiksek organik madde
konsantrasyonlu ortamlara giiclii bir sekilde uyarlanabilir oldugunu bildirmislerdir. Yine
ayni ¢alismada, oksidasyon-azaltma potansiyeli (OAP), amonyak-azot (NHs-N) ve
kokulu bir nehirde salinan H2S degerlerinde, SOB katkist veya SOB katkis1 olmadan elde
edilen sonuclarda, optimize edilmis SOB katkisinin, kokulu nehir biyoremediasyonu i¢in

miikemmel performansa sahip oldugunu kaydetmislerdir.

B. subtilis kirli sulardaki agir metaller ve boyalarin adsorpsiyonunda veya biyolojik
oksidasyon/indirgeme ile basa ¢ikma kabiliyeti yiiksek, ¢evrede yaygin olarak bulunan
bir bakteridir. Fakat B. subtilis'in bu kabiliyetindeki lipopeptitlerin rolleri hakkinda ¢ok
az bilgi bulunmaktadir. Yapilan bir c¢alismada, B. subtilis tarafindan iretilen
lipopeptitlerin giimiis iyonlarini1 glimiis nanopartikiillere (AgNP) indirgeyebildigi ve

iturinin ana etkili fraksiyon oldugu tespit edilmistir. Ayrica sentezlenen AgNP'lerin,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31434363
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organik boyalarin azaltilmasini katalizlemek ve sudaki Pb?* kontaminasyonunu azaltmak
icin de etkili bir sekilde kullanilabilecegi ifade edilmistir (Zhao et al. 2019).

Gorny et al. (2019), B. thuringiensis B1 (2015b) izolatlarinin naprokseni parcalayabilen
bir bakteri susu oldugunu fakat su ko-kontaminasyonlarinin bozunma siireci ve yolu
tizerindeki potansiyel etkisinin heniiz degerlendirilmedigini bildirmislerdir. Bu amacla
aromatik bilesiklerin varliginda, B1 (2015b) susunun, aromatik ko-kontaminasyon
olmadan aromatik olmayanlara benzer bir verimlilikle naproksen kullandigini da

belirlemislerdir.

Yapilan bir ¢alismada, camurdan izole edilen bir Acinetobacter calcoaceticus susu
KW3'in bakir (Cu) diren¢ mekanizmast ve biyolojik iyilestirme potansiyeli
aragtirtlmistir. Calismada Cu konsantrasyonlarinin bakteriyel biiylime, biyokiitle ve
adsorpsiyon kapasitesi lizerindeki etkisinin yani sira temas siiresinin adsorpsiyon prosesi
tizerindeki etkisi de toplu biyosorpsiyon testinde degerlendirilmistir. Analiz sonuglarinda
izole edilen susun, giiclii Cu tolerans1 sergiledigi, hiicre duvarlari1 ve hiicre i¢i ¢oziiniir

bilesenleri sirastyla %51,2 ve %46,6 Cu?* adsorbe ettigi bildirilmistir (Kang et al. 2019).

Lu et al. (2019), benzo (a) piren biyodegradasyonu ile belirli hedef biyomolekiiller
arasindaki iliskiyi arastirdigi calismasinda, B. thuringiensis'in benzo (a) piren
parcalanmasi, karbon substrat metabolizmasi ve ekzometabolomik mekanizmasini
incelemislerdir. Benzo (a) pirenin, sitokrom P450 hidroksilaz tarafindan katalizlenen
hidroksilasyon yoluyla ayristirildigini, biyosorpsiyon ve degradasyon verimlerinin

sirastyla yaklasik %90 ve %80 oraninda oldugunu bildirmislerdir.

Mikrobiyal biyoremediasyon, hidrokarbon kontaminasyonun iyilestirilmesinde etkili bir
ara¢ olarak kabul edilir. Bu amagla yapilan calismada, hidrokarbonla kirlenmis
tortulardan izole edilen ve 16S rRNA gen dizisi analizi yapilan bakterinin Alcaligenes
aquatilis BU33N susu oldugu tanimlanmistir. BU33N genomunun 3.506 protein
kodlayan, 56 rRNA genden olustugu, benzoatin tamamen parcalanmasinda rol oynayan

enzimleri kodlayan genler de dahil olmak iizere aromatik bilesiklerin metabolizmasi ile
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ilgili genig bir gen havuzuna sahip oldugu bildirilmistir. Bunun yan1 sira BU33N'de bakir
tolerans1 ve kobalt-¢inko-kadmiyum direnci gibi agir metallere direncle iliskili genlerin

oldugu da kaydedilmistir (Mahjoubi et al. 2019).

Gaonkar et al. (2019), zenginlestirilmis kiiltiirler tarafindan organofosfat pestisitleriden
(OP), klorpirifos ve diklorvoslarin biyodegradasyon kinetigi ve bunun pestisit tasima
modellerine uygulanmasina yonelik c¢alismislardir. Diklorvos ile zenginlestirilmis
kiiltirde (DEC), Pseudomonas aeruginosa ve Taonella mepensis’in Klorpirifos ile
zenginlestirilmis kiiltirde (CPEC) ise P. aeruginosa ve Methylobacterium zatmanii
tirlerini tanimlamiglardir. Elde edilen sonuglar zenginlestirilmis mikroorganizmalarin
kirlenmis su ve topraklarin in-situ biyolojik olarak iyilestirilmesi i¢in uygulanabilir

oldugunu kaydetmislerdir.

Biyoremediasyon teknolojilerinin, 6zellikle biyo-yiizey aktif molekiillerin kullaniminin,
diger geleneksel teknolojilerden daha verimli oldugu bildirilerek Pseudomonas putida
AM-b1 susu tarafindan {iiretilen biyo-ylizey aktif madde molekiillerinin 6zelliklerinin
analiz edilmesi ve ham petrol ile kontamine olmus ortamlarin iyilestirilmesinde kullanim
potansiyelinin arastirildig1 bir ¢aligmada, hidrokarbonlarla kontamine deniz ortamindan
izole edilen AM-b1 susu, karbon kaynagi olarak farkli yaglarla biyo-yiizey aktif madde
tiretimi ve bunun yani sira mikrobiyal gelistirilmis yag geri kazanimi (MEOR) deneyi ile
ham yag tizerindeki emiilsifikasyon etkisi agisindan degerlendirilmistir. Aragtirmacilar,
susun biyo-yiizey aktif maddesinin pH, yiiksek NaCl konsantrasyonlari, daha 6nce
ultraviyole radyasyona maruz kalma ve otoklavlama islemleri gibi kosullar altinda bile
emiilsifikasyon etkisini siirdiirdiigiinii bununla birlikte P. putida susunun biyo-yiizey aktif
maddesinin yag geri kazamiminda kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu

bildirmislerdir (Maia et al. 2019).

Syed et al. (2019), Flagellate poteriospumella sp.nin atik su aritma ve biyolojik
tyilestirme potansiyelini arastirmiglardir. Bu amagla, Pakistan'in kuzey bdlgelerinden
izole edilmis ve 18S rRNA analizleri yapilmis Poteriospumella sp. tek basina ve/veya

onceden karakterize edilmis dort bakteri susunun (Pseudomonas sp., Salmonella sp.,
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Citrobacter sp. ve Enterobacter sp.) konsorsiyumlari ile kombinasyon halinde, 15 giin
boyunca muamele edilmistir. Ardindan bu uygulamanin bakteri potansiyeli, yaygin
olarak bulunan endemik su bazli patojen (Vibrio cholera) iizerine etkisi ve agir metal
(civa (Hg)) ayirma veya uzaklastirma potansiyelini de arastirmislardir. Sonug olarak,
Poteriospumella sp.’nin atik sularin fizyokimyasal 6zelliklerini iyilestirdigini, Hg'ye
kars1 miikemmel biyoremediasyon potansiyeli oldugunu (2 hafta i¢inde civa iyonlarinin

%92-93'liniin uzaklastirilmast), Vibrio cholerae 'yt inhibe ettigini bildirmislerdir.

Gazyag1 bazli Uriinlerin yerli bir Achromobacter aegrifaciens kullanilarak bakteriyel
biyotransformasyonunu / biyodegradasyonunu belirlemek amaciyla séz konusu bakteri
eksojen bir Lysinibacillus fusiformis ve Pseudomonas synaxantha konsorsiyumu ile
karsilastirilmis, bu biyoremediasyon stratejisinin, biiyiik hacimli biyoreaktorler i¢in daha
da belirlenebilir oldugu ve atik sirketleri tarafindan mevcut dampinge uygulanabilir bir

alternatif olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Masvingwe and Jamal-Ally 2019).

Saba Rehman et al. (2019) ¢alismalarinda arsenigin biyoremedasyonunda bakteriyel
hiicre disi polimerik maddenin roliinii arastirmislardir. Bu amagla, endiistriyel atik
sulardan izole edilen, biyokimyasal olarak karakterize edilmis biyofilm olusturucu,
arsenik rediiktor bakteri suslarindan hiicre dis1 polimerik madde elde ederek fonksiyonel
gruplari incelemislerdir. izole edilen bakterilerden Exiguobacterium profundum PT2 ve
Ochrobactrum ciceri SW1°de, arsenik varliginda gelismis hiicre dist polimerik madde
tretimi belirlemiglerdir. Elde edilen sonuglarla hiicre disi polimerik maddelerin
polianyonik fonksiyonel gruplari ile arsenik biyoremediasyonu i¢in miikemmel bir

biyosorbent oldugunu kaydetmislerdir.

Igme suyu ve yeralt1 suyu da dahil olmak iizere her tiirlii suda tespit edilen naproksenin
biyolojik ayrisimi1 mantarlar, algler ve bakteriler tarafindan gerceklestirilir, ancak tam
bozunmasi igin tarif edilen tek yol naproksenin B. thuringiensis B1 (2015b) tarafindan
bozunmasidir. Bu sus tarafindan gergeklestirilen bozulma siirecinde O-
desmetilnaproksen ve salisilat naproksenin ortaya ¢ikan anahtar ara madde oldugu

bildirilmistir (Wojcieszynska and Guzik 2020).



25

Nair et al. (2020), minimum su degisimi veya hi¢ degistirilmeden uygulanan biyolojik
olarak bilyitiilmiis sifir su degisimli su iriinleri liretim sistemlerinin (ZWEAPS),
sistemdeki amonyak birikimini dnleyerek ¢evresel siirdiiriilebilirlik ve biyogiivenlige yol
agtigini bildirmislerdir. Biyolojik olarak bliyiitilmiis ZWEAPS'deki
mikroorganizmalarin, amonyak ve nitrit oksidasyonu yoluyla diisik amonyak
seviyelerinin korunmasinda 6nemli bir rol aldigini ifade etmislerdir. Arastirmalarinda,
yiiksek amonyak yiikii olan ¢alisma alanlarinda baskin popiilasyon Candidatus scalindua
oldugunu bunu da Candidatus kuenenia'nin izledigini tespit etmislerdir. Yine anammox
popiilasyonlarinda gesitlili§in az olmasinin yani sira yogunlugun gram tortu basma 10°
ila 10" CFU arasinda degistigini bildirmislerdir. Bunlara ilaveten bazi fizyokimyasal
faktorlerin (amonyak, nitrit, redoks potansiyeli ve toplam organik karbon gibi) anammox
poplilasyonunun yogunlugu ve dagilimi ile giiglii ve pozitif bir korelasyon gosterdigini,
bu anammox topluluklarin su triinleri yetistiriciligi sistemlerinde amonyak giderimi

icin biyostimiilasyon potansiyelinin oldugunu kaydetmislerdir.

Cok boyutlu petrol hidrokarbonlarini par¢alayabilen kinon-solunum yapan bir sus, secici
ortam ile izole edilmis ve Bacillus sp. (C8) olarak adlandirilmistir. Caligmada toplam
petrol hidrokarbonlarinin (TPH) maksimum %76,7'si, nitrat ve elektron ara maddesi
(antrakinon-2,6-disiilfonat, AQDS) yardimiyla biyo-yiizey aktif madde aracili C8 ile
ayristirilmistir. Bu yontemle, TPH ve nitratin bozunmasinda elektron transferinin
hizlandirilabilecegi, bdylece nitrit birikiminin ortamdan uzaklastirilarak TPH'in

bozunma verimliliginin arttirabilecegi kaydedilmistir (Liu et al. 2020).

Luo et al. (2020) yaptiklar1 c¢alismalarinda, bir deniz yosunu olan Gracilaria
lemaneiformis’in agir metaller lizerindeki potansiyel biyolojik iyilestirme etkilerini
incelemiglerdir. Bes farkli bolgede (Gracilaria yetistirme bolgesi, G; Balik kiiltiirii
bolgesi, F; Kabuklu deniz tiriinleri kiiltiiri bolgesi, S; Gegis bolgesi, T; Kontrol bolgesi,
C) belirli bir zaman araliginda (Aralik 2014-Temmuz 2015) sediment Orneklerini
kadmiyum (Cd), kursun (Pb), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) yoniinden incelemislerdir. Elde

edilen veriler, Gracilaria ekim bdlgelerinde agir metal igeriklerinin diisiik seviyelerde
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oldugunu ve kiyr sedimentlerinde agir metallerin biyolojik olarak iyilestirilme

potansiyelinin bulundugunu gostermistir.

Mikroorganizmalarin ¢esitli ortamlarda, toprakta, suda veya havada bulunan kirleticileri
giderme kabiliyeti bilinmektedir. Yapilan bir c¢alismada, bir biyofilm reaktoriiniin
paketlenmis bolgelerinden izole edilen Klebsiella, Flavobacterium ve Stenotrophomonas
cinsi bakterilerin, bir fungisit olan karbendazim igeren ortamda segici olarak biiyiime
oranlar1 incelenmistir. incelenen ii¢ bakterinin ortamda biiyiiyebildigi ve karbendazimin
bozunmasinda rol oynayan ilk enzimi kodlayan mhel genini tasidiklar1 bildirilmistir

(Alvarado-Gutiérrez et al. 2020).

Govarthanan et al. (2020) ¢alismalarinda, polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 (PAH)
bozan bakterileri act sudan izole ederek, tanimlama ve diislik/yiiksek molekiiler agirlikli
PAH'lara kars1 biyodegradasyon etkinligini arastirmislardir. Elde edilen 15 izolat
arasinda Halomonas sp.’nin deniz ekosistemindeki petrol kirliliginin giderilmesinde
kullanilma potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica siikrozun, PAH'larin
biyodegradasyonunu arttirmak i¢in miikemmel bir karbon kaynagi oldugunu

kaydetmislerdir.

Atik su aritma tesislerinde ortaya ¢ikan kirleticilerin (EP' ler) yayilmasi, 6zellikle yeni
kaynak geri kazanimi kavramlar i¢in bir uyari isareti haline gelmistir. Bir calismada, 25
EP ile kontamine olmus diisik N atik sulari aritan bir foto-anaerobik membran
biyoreaktdriin performansi analiz edilmistir. Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI), N ve P
uzaklastirma verimleri 50 - 200 ng L™ d! arasinda degisen EP' ler i¢in stabil (sirasiyla 76
+ 8, 62 + 15 ve %36 + 8) olarak belirlenmistir (de las Heras et al. 2020).

Akay ve Tezel (2020), bir analjezik ilacin aktif bileseni olan asetaminofen (APAP)’1n
biyolojik olarak parcalanabilir olmasina ragmen, aritma tesisi atik sularinda, ylizey
sularinda ve toprakta siklikla tespit edildigini bildirmislerdir. Bu dogrultuda, APAP"1
pargalayabilen dort bakteri tiirtinii (Rhodococcus, Pseudomonas, Flavobacterium ve

Sphingobium) topraktan izole ederek biyodegradasyon orani sabitinin yani sira sicaklik,
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APAP konsantrasyonu ve hiicre yogunlugunun belirlenmesi adina izolatlar iizerinde
kinetik deney yapmuslardir. Tim suslar i¢in spesifik APAP biyodegradasyon hizi
sabitinin (k: 0.19 £ 0.01 h?) esit oldugunu ve biyodegradasyon hizinin maksimum oldugu
sicakligin ise 35°C oldugunu bildirmislerdir. Ek olarak, APAP biyo-bozunmasinin,
cevresel kinetik APAP konsantrasyonlarinda ¢ok yavas olan sabit bir kinetikte calisan
benzer bir enzime sahip c¢esitli bakteri gruplari tarafindan gergeklestirildigini ifade

etmislerdir.

Agir metallerle kontamine su kiitlelerini iyilestirmek i¢in mikrobiyal adsorbanlarin
kullanilmast biiyiik ilgi gormektedir. Yapilan bir ¢aligmada agir metallerle kirlenmis
topraktan kadmiyuma (Cd?") direngli bir bakteri izole edilmis ve biyokimyasal
ozelliklerine ve 16S rRNA genine dayanarakta Pseudomonas sp. 375 oldugu
bildirilmistir. Ardindan farkli parametrelerin (baslangic pH, temas siiresi ve baslangi¢
Cd?* konsantrasyonu gibi) Cd?* alimu iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. SEM-EDX
analizi Cd? *'nin hiicre duvarma baglandigini, FTIR spektral analizi ise -CH2, -OH, -SOg3,
CO, N-H, C-N, fosfat veya siilfat fonksiyonel gruplarmin, Cd?* iyonlarinin baglanmasi
icin ana fonksiyonel bélgeler oldugunu gdstermistir. Pseudomonas sp. 375in Cd? * ile
kirlenmis sularda bioremidasyon i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecek ucuz ve etkili bir

biyosorbent oldugu bildirilmistir (Xu et al. 2020).

Sher et al. (2020), endiistriyel atik sularindan izole ettigi, coklu agir metal direngli bakteri
olan Micrococcus luteus susu A S2’nin arsenite ve arsenata karst minimum inhibit6r
konsantrasyonlarinin 55 ve 275 mM oldugunu bildirmislerdir. Bakteriyel susun ayrica
arsenik disinda diger agir metal iyonlara (kursun, kadmiyum, krom, civa, nikel ve
¢inkoya) kars1 direng gosterdigini de rapor etmislerdir. Taramali elektron mikroskobu ile
arsenit stresi altinda bakteri hiicrelerinde morfolojik degisikliklerin gézlemlendigini,
EDX'le ise bakteriyel hiicrede arsenitin yiizey adsorpsiyonu oldugunu gostermislerdir.
Yine fourier transforme kizilotesi spektroskopi (FTIR) analizi ile de bakteri hiicresinin
yiizeyinde bulunan arsenit ile fonksiyonel gruplar arasinda bazi etkilesimlerin oldugunu
ortaya koymuslardir. Bakteriyel biyokiitlenin biyolojik iyilestirme etkinliginin (E) 2 saat

sonunda %72 ve 10 saat sonunda ise %99 oldugunu, izole edilmis bakterinin arsenik ile
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kontamine olmus alanlarin 1iyilestirilmesinde potansiyel bir aday oldugunu

bildirmislerdir.

Mikrobiyal topluluk ile ¢6ziinmiis organik maddenin (COM) arasindaki iligki, 6zellikle
nehir alanlarinda karmasiktir. Yapilan bir g¢alismada, heterotrofik siire¢ sirasinda
mikrobiyal metabolizma ile COM biyodegradasyonu arasinda dogrudan bir baglanti
oldugu bildirilmistir. Cesitli COM kosullarina yanit olarak, mikrobiyal toplulugun
taksonomik kompozisyonu ve metabolik fonksiyonu onemli farkliliklar gosterdigi ve
COM bilesenlerinin metabolize edilmesinde farkli taksonlarin bulunabilecegi ifade
edilmistir. COM bozunma siirecinde, COM bilesenleri ile yakindan iligkili olan indikatif
bakterilerden Proteobacteria (Sphingomonas)’in mikrobiyal kullaniminin 6nemli oldugu
bildirilmistir (Li et al. 2020).

Zhang et al. (2020) yeralt1 sularinda bulunan vanadat kontaminantina karsi gaz elektron
dondrleri ile biyojeokimyasal doniisiimii hakkinda bilgi sunmak amaciyla bir ¢alisma
planlamiglardir. Bu dogrultuda, anaerobik metan oksidasyonu ile birlikte vanadatin biyo-
indirgenmesi ve nitrat azalmasi ile iliskisini arastirmislardir. Sonugta tek elektron vericisi
olarak metan kullaniomi ile 7 giin icinde 1 mM vanadatin %95,8 £ 3,1'inin
uzaklastirildigini, dort degerlikli vanadyum bilesiklerinin, yeralt1 suyu ortaminda dogal
olarak c¢oken ana indirgeme iirlinleri oldugunu ve nitrat eklemesi ile vanadat

rediiksiyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Bakteriler

Calismada kullanilan Bacillus thuringiensis strain CP-1 ve Bacillus subtilis strain FD-1
bakteri izolatlar1 Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvar1 Kiiltir Koleksiyonundan temin edilmistir. Bu bakteri
izolatlar1 daha Once yiiriitiilen ¢alismalarda yalanci kelebek (Ricania simulans) ve yiiziik
kelebeginden (Malacosoma neustria) izole edilerek (Dadasoglu et al. 2010; Gokturk et
al. 2018), yag asidi metil esterlerindeki farkliliklara gére Mikrobial Identifikasyon
Sisteminde (MIS) tanilanmis ve azotsuz besi ortaminda gelisim durumuna gore azot
fiksasyonu 6zellikleri belirlenmistir. Bakteriler Loria Broth (LB) ve %18 gliserol igeren
stok besiyerlerinde -86°C’de muhafaza edilmistir. Bu bakteri izolatlarina ait bazi bilgiler

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakteri izolatlar

Bakteriye Ait Baz Bilgiler FD-1 izolat1 CP-1 izolati

Izole edildigi organizma Malacosoma neustria Ricania simulans

MIS tan1 sonucu (% BI) Brevibacillus brevis (%62) | Brevibacillus brevis (%65)
BIOLOG tan1 sonucu (% BI) Bacillus subtilis (%34) Bacillus subtilis (%45)
Kaynak Tozlu et al, 2011 Gokturk et al, 2018

BI: Benzerlik indeksi
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3.2. Metot

3.2.1. Deney diizeneklerinde kullanilan bakterilerin gelistirilmesi

Dondurulmus bakteri kiilttirleri (B. thuringiensis strain CP-1 ve B. subtilis strain FD-1)
NA besi ortami igeren petrilere ekilmis, 30°C’de inkiibasyona birakilarak 24 saatlik taze
kiltirleri elde edilmistir. Gelisen taze kiiltiirlerden 6ze ile saf kolonilerden alinarak
Nutrient Broth (NB) besi ortamina aktarilmistir. Yatay ¢alkalayicili inkiibatorde 30°C’de
24 saat gelistirilmistir. Daha Sonra vorteks cihazinda karistirilarak standart turbudity
tiipiine gore turbidimetre ile konsantrasyonlari 1 x 107 kob/m1’ye (koloni olusturan birim/

mililitre) ayarlanmgtir.

3.2.2. Bakterilerin 16S-23S rDNA gen dizilimlerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarindan DNeasy Tissue Kit (QIAGEN) ile DNA’lar izole edildikten sonra
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile 16S-23S rDNA bélgesi ¢ogaltilmistir. Bunun igin
kullanilan Universal primer ¢ifti Cizelge 3.2°de (Tyler 1995), PZR’ye ait reaksiyon
karigimi ve reaksiyona ait dongii ise Moussa et al. (2013) tarafindan verilen yontemde

yapilan minor degisimlerle Cizelge 3.3te verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan primer ¢iftine ait primer sekanslari

Primer ismi Primer Sekans (5°-3°)
27 Forward AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492 Reverse GGTTACCTTGTTACGACTT

PZR ait reaksiyon karigimi ve reaksiyona ait dongii ise Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. PZR karisim1 ve dongiisii

PZR Karisimi Miktar PZR Dongiisii

dH,0 37,2 ul 1 95°C 2 dk 1 dongii
10X PZR tamponu 5ul 2 94°C 1dk

MgCl. 3l 3 |ssec  |1dk |30 dongd
dNTP mix 0,7 ul 4 72°C 1,30 dk

Forward primer 0,8 ul 5 72°C 10 dk 1 dongii
Reverse primer 0,8 ul 6 4°C Sonsuz

DNA 2 ul

Taq Polimeraz (250 U) 0,5 ul

Toplam 50 pl

PZR iirtinleri, %1°’lik agaroz [(1 g agaroz 100 ml TAE, 4 pul etidyum bromiir (10 mg/ml)]
jelde goriintiilenmistir. Donmus jele PZR firiinleri yliklenmis ve 90V’da 50 dakika
yiirlitme islemi yapilmistir. Ticari olarak satilan PZR piirifikasyon kiti (Invitrogen) ile
saflagtirma islemi yapilmistir. Saflagtirilan 6rnek, Refgen Biyoteknoloji Firmasi’ndan
(Turkiye, Ankara) sekans hizmeti alinarak yapilmistir. Dizilenen ornekler, Bioedit

yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.3. Deney diizeneginin tasarlanmasi ve bakterilerin deney diizenegine

inokiilasyonu

Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum Baliklar1 Uygulama ve Arastirma
Biriminde rutin kullanimda olan akvaryumlarin halihazirda (kirli) sular1 aseptik sartlarda
(steril malzemeler kullanilarak) alinarak olusturulan deney diizeneklerine esit hacimde
(plastik kablara 2,7 litre olacak sekilde) aktarilmistir. Bu amagla toplam 15 akvaryum
diizenegi kontrol ve uygulama gruplar1 olarak tasarlanmistir. Bu akvaryum diizeneklerine

kalitatif bir biyoindikator olarak toplam 30 adet japon baligi (Carassius auratus, Linnaeus
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1758) her diizenekte 2 balik olacak sekilde sansa bagh olarak dagitilmistir. Deneme
gruplart 3 tekerriirlii olarak kurgulanmis her uygulama grubu ve icerigi Cizelge 3.4 ‘te

verilmistir.

Cizelge 3.4. Deney diizeneklerinde yer alan uygulama igerikleri

Uygulama * | Deneme Ortamn Icerigi Kisaltma
Bakteri 1 Bacillus thuringiensis strain CP-1+ Japon baligi Bt
Bakteri 2 Bacillus subtilis strain FD-1 + Japon balig1 Bs

Bakteri 1+2 | Bacillus thuringiensis strain CP-1+ Bacillus subtilis | Bt+Bs
strain FD-1 + Japon balig
Kontrol Ticari iiriin ve Japon balig K (+)

Kontrol Rutin akvaryum suyu + Japon balig K(-)
* Her uygulama ve kontrol grubu 3 tekerriirlii olarak yiriitilmiistir.

Denemede, kontrol gruplari; K (+): kirlilik kontroliinde kullanilan Bacillus igerikli ticari
bir iiriin [(BioPure, Kaelsa Ltd. Sti., Ankara)(bu iiriin kullanim kilavuzu dikkate alnarak
500 ml ye 1 olgek (6gr) olacak sekilde uygulanmistir)], digeri ise K (-): negatif kontrol
olarak herhangi bir iirtin/uygulama igermemektedir (Cizelge 3.4). Bakterilerle olusturulan
deneme gruplarinda ise saf bakteriler tekli ve ¢oklu olarak (Bacillus thuringiensis strain
CP-1 grubu, Bacillus subtilis strain FD-1 grubu ve Bacillus thuringiensis strain CP-1+
Bacillus subtilis strain FD-1 grubu) kullanilmistir. Deney diizenegine aktarilacak olan bu
bakteriler derin dondurucudan ¢ikarilip Nutrient Agar (NA) besi ortam1 igeren petrilere
ekilerek 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve taze kiltiirler elde edilmistir. Bu
kiiltiirlerin her birisinden ayr1 ayr1 250 ml’lik Nutrient Broth (NB) i¢eren besi ortamina
tasimalar yapilarak iizerine bakterilerin izolat numaralar1 yazilmistir. Yatay ¢alkalayicili
inkiibatorde 24 saat gelistirilen bu kiiltiirlerin ayr1 ayr1 biyolog tiirbidimetre ile

absorbanslari steril distil su ile 1x107 kob/ml konsantrasyona ayarlanmustir.

Deney diizeneginin icerisine hazirlanan 1x107 kob/ml konsantrasyondaki bakteri
kiiltiirlerinden her bir akvaryuma biyolojik {irlinlerin iiretiminde dikkate alinan 1/1000
asilama kiiltiirii oran1 esas alinarak uygulama yapilmistir. Bu uygulamada statik deney
prosediirii dikkate alinarak, her 100 ml ye 1 ml, 1x10” kob/ml olacak sekilde bakteri

igeren soliisyon uygulanmistir.
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3.2.4. Diizeneklerin deneylerle izlenmesi

Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum Baliklar1 Arastirma ve Uretim Biriminin Deneme
Unitesinde bulunan akvaryumlardan alinan su drneklerinde bakteri inokiilasyonlarindan
once numuneler alinarak steril siselere aktarilmistir. Etiketleme yapilan 6rnekler soguk
zincir korunarak Su Uriinleri Fakiiltesi Laboratuvarlaria getirilmis ve +4°C’de analizler
yapilincaya kadar saklanmistir. Deneme diizeneklerilen aktarilan sularda uygulamalar
yapilmadan once tiim parametreler [Toplam aerobik bakteri sayis1 (kob/ml), su kalite
parametreler ve agir metal icerigi] i¢in analizler uygulanarak bu veriler deneme baslangic
verisi (0. giin verisi) olarak kaydedilmis ve deneme sonu parametrelerinin

degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.

3.2.4.a. Toplam aerobik bakteri diizeylerinin belirlenmesi

Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Laboratuvarlarina getirilen her bir su 6rnegi i¢in;
Iml su 9 ml steril peptonlu su bulunan diliisyon tiipiine aktarilarak 10 kat seri diliisyonlar
(1073456789 hazirlanmistir. Diliisyon tiipleri ayr1 ayri hafif karistirilarak 100 ul
soliisyon NA’a aktarilarak 6 petriye yayma ekim yapilmigtir. Ekim yapilan petriler
inkiibasyona birakilarak (48 saat 30°C’de aerobik kosullarda), petrilerde olusan
kolonilerin sayimlar1 yapilmistir. Bu iglem 2 glinliik araliklarla (2., 4., ve 6. glinlerde) 3

kez yapilmistir.

3.2.4.b. Su parametreleri analizleri

Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Laboratuvarlar1 ve Erzurum Biiyiiksehir
Belediyesi Su ve Kanalizasyon Idaresi (ESKI) Genel Miidiirliigii Aritma Tesisleri

Laboratuvarlari’nda yapilmistir.

Bu amagla sicaklik (°C), ¢ozlinmiis oksijen (mg/L) ve pH degerleri giinliik olarak 6rnek
alimi esnasinda belirlenmistir. Iletkenlik (uS/cm™), bulaniklik (NTU), renk (Pt-Co),
serbest klor (mg/L), toplam klor (mg/L), alkalinite (ug/L), amonyak (mg/L), toplam siilfat
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(mg/L), nitrit (mg/L), nitrat (mg/L), toplam fosfor (mg/L) analizleri ise 2 giinliik
araliklarla (2., 4., ve 6. giinlerde) 3 kez yapilmustir (Senel 2013).

1. Sudaki baz fiziko-kimyasal analizler

Deneme siiresi boyunca su sicakligi, pH ve elektrik iletkenligi Crison/MM40 marka
multiparametre aleti ile ¢oziinmiis oksijen WTW/3401 marka oksijen metre ile ve
bulaniklik Hach 2100AN tiirbidimetre cihazi ile giinliik olarak olglilmiistiir. Sudaki
serbest klor, toplam klor ve alkalinite SM 4500 CI-G klorimetrik metoduna uygun olarak
Palintest Pooltest6 hizli test kitleriyle (0-5 ppm hassasiyet), renk analizi ise Hachlange
DR500 spektrofotometre cihazi ile 465 nm’de tespit edilmistir. Suda toplam sertlik analizi
icin titrimetrik yontemde N/100 EDTA ile titrasyon yapilmistir. Sonuglar asagidaki
esitlikten hesaplanmistir (Anonymous 1975).

Toplam Sertlik (mg/l CaCO3) = A X 10

Burada; A=Harcanan N/100'liik EDTA miktar1 (ml)

2. Toplam azot ve fosfor analizleri

Amonyak-Azotu (NHa): Nessler teknigi ile APHA (2010)'a gére yapilmistir. Bu metotta
Nessler reaktifinin vermis oldugu sar1 rengin derisimine bagl renk siddeti Backman

marka spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda okunmustur.

Nitrat-Azotu (NOz2): Brucine siilfat kullanarak APHA (2010)'a gore yapilmistir. Bu
reaksiyonda olusan renk degisimi (sar1 rengin olusumu) 410 nm dalga boyunda tespit

edilmistir.

Nitrit-Azotu (NOs): N-1 Naftiletilendiamin kullanarak APHA (2010)'a gore yapilmistir.
Y ontemde siilfanilik asitin diazonlanmasi ve N-1- naphthylethylenediamine dihidroklorit
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ile olusan renk degisimi spektrofotometrede (Backman marka) 523 nm dalga boyunda

okunurak saptanmustir.

Toplam Fosfor (TP): ilk kademede (sindirme islemi) persiilfatla parcalanma teknigi
kullanilmis, parcalanmayi takiben serbest hale gegen ortofosfat askorbik asit metodu ile
APHA (2010)'a gore tayin edilmistir. Sonuglar Backman marka spektrofotometrede 720

nm dalga boyunda okunmustur.

Siilfat (SO4): Baryum kloriir kullanarak APHA (2010)'a gore yapilmistir. Sonuglar
Backman marka spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda okunmustur.

3. Agir metal analizleri

Erzurum Biiyiiksehir Belediyesi ESKI Genel Miidiirliigii Aritma Tesisleri
Laboratuvarlari’nda sudaki her bir agir metal [aliiminyum (Al), demir (Fe), kadmiyum
(Cd), krom (Cr), bakir (Cu), mangan (Mn), nikel (Ni), bor (B) ve selenyum (Se)] EPA
200.7 standardina uygun olarak ICP-OES THERMO/ ICAP 6300 DUO marka ICP-OES
cihaz1 ile deneme sonunda yapilmistir ve konsantrasyon degerleri pg/L cinsinden

hesaplamustir.

3.2.5. istatistiki analizler

Bu calismada, bazi su kalite parametrelerine ait veriler arasinda farklilik olup olmadig1
IBM SPSS 20 paket programinda, faktoriyel diizende iki faktorlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak analiz edilmis, gruplar arast farkliligin 6nem diizeyinin
belirlenmesinde DUNCAN testi uygulanmis ve p<0,05’de 6nem seviyeleri belirlenmistir.
Veriler ortalama =+ standart sapma olarak tablolara aktarilmistir. Bakteri sayim sonuglari

ise ticer defa yapilmis ve sonuclar ortalama olarak yansitilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bakterilerin tan1 sonuglari

Calismada kullanilan bakterilerin 16S-23S rDNA gen dizilimlerine gore tan1 sonuglari
Cizelge 4.1°de verilmistir. Sekans sonuglarina gére FD-1 izolat1 %98,8 benzerlik oraniyla
Bacillus subtilis, CP-1 izolat1 ise %81,1 benzerlik oraniyla Bacillus thuringiensis olarak

tanilanmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan bakteri izolatlarinin sekans tan1 sonuglari

Tan1 ve Karakterizasyon FD-1 CP-1
Sekans Tan1 Sonucu Bacillus subtilis Bacillus thuringiensis
Sekans Benzerlik Indeksi (%) 98,8 81,1

Bacillus thuringiensis CP-1 ve Bacillus subtilis FD-1 izolat1 i¢in 16S-23S rDNA gen

dizilim sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir.
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Bacillus thuringiensis CP-1 izolat1 igin 16S-23S rDNA gen dizilim sonuglari
gcagtcgagcgctggttgaaagcttggctetcttggttagagggggacaggggagtaacatatgggtaacctggcecctat
aactgggattactcccggaaaccaggggttaaacccgataacattctgaacgggaaggggggggattgaaaggcectct
tcctatgtcacttatggatggaccattatctcattggcggggtggtgaggtaacggctcacaatccaacgatggtttgccag
gatgaccagggtgatcgggactgagacaactgacacactcccctgactcctaccggaggggaattttrgaatcttccgga
aaccstgaaaktctgacccagcaactccatgtgagtgatgaaggctttcgggtettaaactactctgttggwaaaggaata
acaaagatctagtattgctagttgactaggctggcaccttgagcggtacctaaccrgaaagcmyccgctaactaacgtge
caagcaatmcgcggtaatatgmwtaggtggcaagcaatwatccggraattawtgggegtaaagtgcagegcetcagt
gtggtttctttagtaawgatgagaaagcccwctgctcactcmattcwgggtcattggaaacttgggatacytgagtgcag
gtagawtaaagkggaattccatgtgtatgcggtagmaatgcgtagagaatatgcragggacmmecagtggececmaa
gtgcggactactytgygtctgctaactkmacactgagcgstgcgamagcertgcgggagcgaaaacwagegaytgag
aatacccctggctagtaccacgwccgtcaaactratgtagwtgctmagctgtttagragggtttccgeccttctwtatgetgt
aragttamascattawgcamtscagcctggggaggaaggmecrgctaaggactgaatactcaaaggaactggacgg
gggcccgceatccaagetggtggagceatgtggtitaattcraaagcaacgcgaagaaccttaccctaggtcttgacatccte
tagaaaaccctagagataggrcttwtccttcgggagcagagtgacaggtggwgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtga
gatgttgggttaagtttaagtcccgagegcaacccttgatcttagttgccatcattaagttgggcactctaaggtgactgecg
gtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgacctgggcttcacacgtcatacaatgg
tcgggacaaagagttgcaagcccgegagggggagctaatctcataaacccttttgtagtccgattgtcggttgcaaattge
ctacaggaaagtgggaatgcttggtattggggattaacaaggcgcggggaaaaagtttccgggctcttggacacccccc
ccgtcccccccataggagtgtgtatatcaccagaagtaggtgagcegctaacggctatcg

Bacillus subtilis FD-1 izolati igin 16S-23S rDNA gen dizilim sonuglari

ggacagaatgggagcttgctccctgatgttagcggcggacgggtgagtaacacgtgggtaacctgectgtaagactgag
ataactccgggaaaccggggctaataccggatgcttgtttgaaccgcatggttcaaacataaaaggtggcttcggctacc
acttacagatggacccgcggcgcattagctagttggtgaggtaatggctcaccaaggcaacgatgcgtagecgacctga
gagggtgatcggccacactgggactgagacacggcccagactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaat
ggacgaaagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggttttcggatcgtaaagctetgttgttagggaagaaca
agtgccgttcaaatagggcggcaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagecgegg
taatacgtaggtggcaagcgttgtccggaattattgggcegtaaagggctcgcaggeggtttcttaagtctgatgtgaaage
ccceggctcaaccggggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagaggagagtggaattccacgtgtag
cggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaaggcgactctctggtctgtaactgacgctgaggageg
aaagcgtggggagcgaacaggattagataccctgggtagttccacgcccgtaaacgatgagtgctaagtgttaggggg
ttyccgccecccttagtgctgcagcetaacgceattaagcactccgectggggagtasggtcgcaagactgaaacctcaaag
gaattgacggggggcccgcacaagcggtggagceatgtggtttaattmgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttg
acatcctctgacaaccctagagataagggcttcccctttccggggggcagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagct
cgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccttgatcttagttgccagceattcagttgggceactctaag
gtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgcecccttatgacctgggctacacacgt
gctacaatggacagaacaaagggcagcgagaccgcgaggttaagccaatcccacaaatctgttctcagttcggatcgt
agtctgcaactcgactgcgtgaagctggaatcgcetagtaatcgcggatcagcatgccgeggtgaatacgttcccgggect
tgtacacaccgcccgtcacaccacgagagtttgtaacacccgaagtcggtgaggttacggega

Sekil 4.1. Bacillus izolatlarinin dizi analizi sonuglari
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Bu bakterilerin her ikisi de boceklerden izole edilmis olup daha once yiiriitiilen
calismalarda B. thuringiensis strain CP-1 izolatinin entomopatojen 6zelliginin oldugu
(Sarac vd 2011; Tozlu vd 2011; Dadasoglu vd 2013;Tozlu vd 2019a) ve B. subtilis strain
FD-1 izolatinin ise antifungal 6zelliklere de sahip oldugu belirtilmistir (Tozlu vd 2019b;
Tekiner vd 2019). B. thuringiensis strain CP-1 izolatinin sivrisinek larvalarinda (Culex
pipiens) 8x108 kob/ml’de % 52 oraninda Sliime sebep oldugu, azotsuz besi ortaminda iyi
gelistigi, tuza toleransinin yliksek oldugu ancak antibiyotiklere kars1 dayanikli olmadigi
tespit edilmistir (Dadasoglu vd 2013). Aymi ¢alismada yapilan antibiyotik dayaniklilik
test sonuclarinda amikacin (30 pg/disk), kanamycin (30 pg/disk), penicilin (10 pg/disk),
tobramycin (10 pg/disk), ofloxacin (5 pg/disk) ve sulphamethoxazole (25 pg/disk)
antibiyotiklerine karsi dayanikli olmadiklar1 20 ile 34 mm arasinda inhibasyon zonu
olustugu goriilmistiir (Dadasoglu vd 2013). Laboratuvar kosullarinda yiiriitiilen bir bagka
calismada ise; B. thuringiensis strain CP-1 izolatinin Halyomorpha halys (Stal, 1855)
(Hemiptera: Pentatomidae)’in nimflerinde %95 oraninda Sliimlere sebep oldugu tespit

edilmistir (Tozlu vd 2019a).

B. subtilis strain FD-1 izolat1 ile de daha dnce bazi ¢alismalar yiriitiilmistiir. Bu bakteri
izolatinin Onemli bitki patojeni funguslardan Alternaria alternata (Kessler)’y1 petri
ortaminda %51 oraninda (Tekiner et al. 2019), bir baska bitki patojeni olan
Colletotrichum gloesporoides’i ise yine petri ortaminda % 53 oraninda inhibe ettigi tespit
edilmistir. Bu bakterinin turunggillerde depo kosullarinda sorun olan bir¢cok patojen

fungusa kars1 biyopestisit olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Tozlu 2019b).

4.2. Bakteriyolojik sayim sonuclari

Statik yontemle uygulanan bakteri inokiilasyonlar1 sonucunda kontrol ve deneme
gruplarinda belirlenen zaman araliklarinda (0., 2., 4., ve 6. glinde) yapilan bakteriyolojik
analizlerle su 6rneklemelerine ait toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 (kob/ml) Sekil

4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Bakteri uygulamasi yapilan akvaryumlara ait toplam bakteri sayim sonuglari
K(-): Herhangi bir uygulama olmayan akvaryum suyu, K(+): Ticari iiriin kullanilan akvaryum suyu, Bt:

Bacillus thuringiensis CP-1 igeren akvaryum suyu, Bs: Bacillus subtilis FD-1 igeren akvaryum suyu,
Bt+Bs: Bacillus thuringiensis CP-1 + Bacillus subtilis FD-1 i¢eren akvaryum suyu.

Deneme baslangicinda (0. giin) tiim deney gruplarinda belirlenen bakteri sayis1 yaklasik
55-75x10* kob/ml diizeyinde belirlenmistir. Deneme sonunda en yiiksek bakteri diizeyi
Bs, Bs+Bt gruplarinda belirlenmistir. Kontrol gruplar1 bakteriyolojik sayimlarinda koloni
olusturan bakteriler toplam aerobik mezofilik bakteriler olarak kaydedilmistir. Deneme
stiresince yapilan toplam sayimlarda belirlenen bakteri sayim sonuglar1 Sekil 4.3°de

gosterilmistir.

Son zamanlarda mikrobiyal enzimler 6nemli arastirma konusu olmuslardir. Bu egilimdeki
gerekcelerden biri endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin ¢ogunun mikrobiyal kdkenli
olmasidir (Ortakaya ve Fincan 2019). Ozellikle Bacillus cinsine ait tiirler bu enzimlerin
sentezlenmesinde onemli rol oynarlar. Amilaz, seliilaz ve antibiyotik iiretme yetenegi
yiiksek olan Gram pozitif organizmalar arasinda Bacillus stearotermophilus, Zymomonas
mobilis, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ve Termoactinomyces sp. bu ozellige
sahip mikroorganizmalardir (Sensoy Karaoglu 2013; Ortakaya ve Fincan 2019).
Yaptigimiz calismada 6. gilinde bakteri uygulanan gruplardaki azalmalarda kiiltiir
ortamindan alinan  bakterilerin deney ortamindan etkilenerek canliliklarini
kaybetmesinden kaynaklandigini soyleyebiliriz (Dere ve Sivaci 2003). Gram-pozitif,

ciirlik¢iil bir bakteri olan B. subtilis dogadaki besin dongiisiine katkida bulunur. Bu



40

bakteriler her ne kadar oksijen varliginda biiyilise de nitrat varliginda havasiz ortamlarda
da biliylime gergeklesebilir. Sicak ve kurak evrelerde B. subtilis endosporlar olusturarak
canliligin1 koruyabilir. Biiylime evresindeki metabolik faaliyetler siiresince B. subtilis
cesitli maddeler ve enzimler salgilayarak ortamdaki diger mikroorganizmalar1 baskilar,
besin maddelerinden kendisi yararlanir ve bulundugu ortama dominant olur (Yonsel
2010). Arastirma bulgularimiz mevcut veri ile uyumludur. B. subtilis FD-1 ve B.
thuringiensis CP-1 uygulanan akvaryumlardaki yiiksek bakteri sayilarinda Bacillus’larn
farkli metabolik 6zelliklerinin yani sira genis fizyolojik yeteneklerinin (psikrofilikten
termofilige; asidofilikten alkalifilige; halotoleranttan halofilige genis bir yelpazeye
sahiptir) etkili oldugu diistiniilmektedir (Uzunalioglu, 2015). Yine bakteriler arasinda
belirlenen artislardaki farkliliklarin  NO3-N uzaklastirilmasindan  kaynaklantyor
olabilecegi diisiiniilmektedir (Li et al. 2019).

B. subtilis’in dogal ortamda sicaklik, nem, UV 1sinlar1 gibi kosullardan ¢ok az etkilendigi
ve canliligin1 koruyabildigi bilinmektedir. Bu duruma istinaden yapilan bir ¢aligmada
havasiz ve havali ortamlarda B. subtilis’in lirettigi bakteriyositlerle bir¢ok fungus ve diger
bakterileri baskiladigini, kotii koku ve pH degerlerini azalttigin1 ve asiditeyi artirarak
saglikli kosullar olusturabildigi ifade edilmistir (Yonsel 2010). Bu durum c¢alismamizda,
uygulama gruplarindaki toplam bakteri yiikiinlin kontrole oranla az olmasini
aciklamaktadir. Calismamizda B. subtilis FD-1 ve B. subtilis FD-1 + B. thuringiensis CP-
1 uygulanan gruplarda 2 ve 4. giinlerdeki bakteri artiglarinda ise B. subtilis FD-1
bakterilerinin uygulandiklar1 ortamlardaki hizli c¢ogalmalarina atfedebiliriz (Yonsel
2010). Deneme siiresi sonunda her iki bakterinin tekli ve kombinasyonlu kullanildig:
gruplarin tamaminda belirlenen azalmalar ortama kirletici kaynagin dahil olmasindan
dolay1 s6z konusu bakterilerin koruyucu etkisinin azalmasi ve diger bakterilerin ortama

dahil olmasi ile aciklanabilir.
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Sekil 4.3. Deneme ortamlarindan alinarak farkli dilusyonlarda hazirlanan su 6rneklerinde

NA besiyerinde inkiibasyon sonrast Tlreyen bakteri kolonilerinin goriiniimii
a: K(-); Herhangi bir uygulama olmayan akvaryum suyu, b: K(+); Ticari {iriin kullanilan akvaryum suyu,
c: Bs; Bacillus subtilis FD-1, d: Bt; Bacillus thuringiensis CP-1 iceren akvaryum suyu, e: Bt+Bs; Bacillus
thuringiensis CP-1 + Bacillus subtilis FD-1 i¢eren akvaryum suyu.
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Elde edilen veriler degerlendirildiginde uygulama bakterilerinin ortamda yogun
bulunmasinda bakterilerin ortamlarindaki degisikliklere hizla adapte olmasi
diisiiniilebilir. Bakterilerin adaptasyon yeteneklerinin biyoremediasyon g¢alismalar1 i¢in
bir firsat oldugu biyoremediasyon uygulamalarinda etkili bir sekilde kullanilabilecegi

bilinmektedir (Ttretken vd 2019).

Yapilan c¢aligmalar bakterilerin, dogal ortamlarinda ksenobiyotik maddelerle (agir
metaller, antibiyotikler ve pestisitler gibi) karsilasmadiklar siirece, bunlara kars1 direng
gelistirmelerinin gereksiz oldugunu ifade etmektedir. Cevresel faktorlere bagl olarak,
sucul ortamlara kirlilik kaynaklarmin girisi sonucunda, bakteriler ksentebiyotiklere karsi
direng gelistirirler ve Ozellikle direngle ilgili bazi enzimler iretirler. Bu durumun
stirekliliginde (kirliligin devam etmesi) ise bakteriler bu maddelere kars1 birikme veya
komplekslesme, metal iyonlarinin oksidasyonu, ekzopolisakkarit {iretimi ve hiicresel
mutasyonlar gibi direng mekanizmalar1 olustururlar (Uzunalioglu 2015; Ayangbenro and
Babalola 2017; Keloglu, 2017; Marinescu et al. 2017; Cift¢i Tiiretken et al. 2019; Akay
ve Tezel 2020).

4.3. Su kalite parametreleri

Kurulan diizeneklerden alinan su numunelerinde yapilan analizlerde fiziko-kimyasal
analizler, azot fraksiyonlar1 ve toplam fosfor ile agir metal icerikleri 2 giinliik araliklarla
belirlenmistir. Degerlendirilen parametrelerde uygulama gruplar1 arasindaki fark
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Elde edilen fiziko-kimyasal parametreler
toplam azot, fosfor, siilfat ve agir metal besin tuzlar ve agir metal igerikleri ortalama +
standart sapma (X+SS) olarak asagidaki cizelgeler (4.2 - 4.4) ve sekillerde (4.4 ve 4.5)

verilmistir.

4.3.1. Sudaki baz fiziko-kimyasal analizler

Coziinmiis oksijen, pH, su sicaklikligi, elektrik iletkenligi, bulaniklik, renk, serbest klor
(SK), toplam klor (TK), alkanite ve toplam sertlik (TS) degerlerinin tamaminda
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degisimler belirlenmis ve gruplar arasi farklar p<0,05 seviyesinde énemli bulunmustur
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4). Calisma verilerine baktigimizda ¢oziinmiis oksijen degerleri
gruplar arasinda onemli farkliliklar gostermis ve artan sicakliga bagli olarak oksijen
miktar1 azalmistir. Calisma bulgularimizla paralel olarak yiiksek su sicakliklarinda daha
az ¢oziinmils oksijen bulundugu bilinmektedir (Yavuzcan 2013). Diisiik ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonu bir kirlilik gostergesi olarak suyun normal amaglar dogrultusunda
kullanimini kisitlar (Pulatsii vd 2014). Coziinmiis oksijenin sudaki fiziksel, kimyasal ve
biyokimyasal aktivitelere bagl olarak ortamdaki konsantrasyonlar1 degisim gostermekle
birlikte sicaklik ve tuzlulukla ters orantili bir iliski bulunmaktadir (Yalgin ve Giirti 2002).
Bu arastirmada elde edilen diistik oksijen konsantrasyonlarinin sebebi olarak sicaklik ve
ortamda bulunan bakterilerin faaliyetleri (varliklari/gogalmalar1 ve enerji iireten
geresinimleri gibi) sonucu oksijeni asir1 tilkketmesi olarak diistiniilebilir. Bilinen bir durum
olarak sucul ortamdaki yasayan bitkiler (glindiizleri fotosentez) ve organizmalar (bakteri,
balik gibi) 6nemli miktarda oksijen tiiketimine neden olurlar (Jonnalagadda and Mhere

2001).

Arastirmamizda tiim uygulama gruplar1 arasinda en diisiik pH degerleri sirasiyla B.
subtilis FD-1, B. subtilis FD-1 + B. thuringiensis CP-1 ve B. thuringiensis CP-1
gruplarinda belirlenmistir (Cizelge 4.2). Kontrol gruplarina kiyasla daha asidik olan bu
gruplara ait su numunelerinde Bacillus’un metabolik faaliyeti neticesinde pH degerinin
azaldig1 diisiiniilmektedir (Yonsel 2010). Arastirma bulgularimiza benzer olarak fosfat
¢ozlindiiriicii B. subtilis SJ-101’in inokiile edilmesi sonucunda mevcut ortamda pH
degerlerinde 6nemli diisiislerin (7.5’dan 4.8’¢) oldugu ve bu durumda metallerin

¢Oziiniirliigliniin de etkili olabilecegi bildirilmistir (Uzunalioglu 2015).
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Sekil 4.4. Deneme ortamlarina ait 2. ve 4. giin bazi fizikokimyasal su parametre
degisimleri

K(-): Herhangi bir uygulama olmayan akvaryum suyu, K(+): Ticari iiriin kullanilan akvaryum suyu, Bt:
Bacillus thuringiensis CP-1 igeren akvaryum suyu, Bs: Bacillus subtilis FD-1, Bt+Bs: Bacillus
thuringiensis CP-1 + Bacillus subtilis FD-1 i¢eren akvaryum suyu. SK: Serbest klor, TK: Toplam Kklor

Alkalinite ile pH arasinda dogru orantili bir iliski oldugu ve 8,3 pH degerinde 50 mg/L
CaCO3 alkalinite degeri olmasi gerektigi bildirilmistir (Boyn and Tucker 1998).
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Arastirmamizda ortalama elektrik iletkenligi degeri 872+30 puS/cm olarak Sl¢iilmiistiir.
Suda iyon ya da toplam ¢Oziinmiis kati madde konsantrasyonu ne kadar yliksekse,
elektriksel iletkenlik de o derece yiiksek olmaktadir (Metcalf and Eddy 2002). Bu
calismada renk degeri biitiin gruplarda en yiiksek 6. giinde (13.50-18.00) saptanmuistir.
Bu degerler K(-) ve K(+) i¢in sirastyla 18,00+2,31 Pt-Co ve 17,00+1,16 Pt-Co olarak

Olciilmiistiir.

Sertlik, sularin kullanim amacinda (igme, kullanma ve endiistri) énemli bir parametre
olup kalsiyum ve magnezyum tuzlarindan meydana gelmektedir. Calismamizda
incelenen tiim akvaryum sular1 16-36 CaCOs(mg/1) araliginda tespit edilmis ve yumusak
sular (0-75 mg/l CaCOs) sinifinda belirlenmistir (Lawson 1995).



Cizelge 4.2. Deneme ortamlarina ait fiziko-kimyasal 6zelliklerin degisimleri

Zaman | Uygulama cO pH Sicaklik Tletkenlik Bulaniklik Renk SK TK Alkanite TS
(giin) (mg/l) (°C) (uS/ecm™) (NTU) (Pt-Co Skalas1) | (mg/L) (mg/L) (ng/L) (mg/L CaCO:s)
0 K(-) 5,47£0,20 |7,89+£0,04 |19,15+£0,40 |790,0+3 1,51+0,03 7,00+£2,31 0,03+0,00 |0,36+£0,00 |79,50+2,887 16,02:0,1
- a
6 K(-) 2,89+0,10% |8,03+0,08% |17,85+0,06% |893,00+4,62¢ |13,80+4,16° |18,00+2,312 0,27+0,09° | 0,63+0,08° |424,50+46,762 35,6542,5
a
K(+) 2,70+0,46%° |7,99+0,03% | 17,90+0,12% | 829,00+6,939 |27,90+9,58% |17,00+1,16% 0,32+0,04° | 0,49+0,14° |364,50+£25,9% 36,00+3,8
Bt bc ab ab b a ab b a c ZS,OOiO,ObC
2,36+0,10% | 7,97+0,06%° | 17,85+0,06%° |974,50+16,74° |33,75+3,06 16,50+1,73 0,48+0,07°|0,75+0,05% |325,50+6,35
Bs c b b ab a bc a a c 26,50:!:0,6°
2,21+0,18¢ |7,94+0,02° [17,75+0,29° |989,00+1,16* |28,00+6,47 14,50+1,73 0,64+0,022 | 0,85+0,152 [342,50+13,28
ab
Bt+Bs 2,14£0,06¢ |7,94+0,01° |18,05+0,06* |1028,50+5,712 |17,30+4,97° | 13,50+0,58¢ 0,33+0,03¢ | 0,76+0,23% |389,50+32,9% 31,50£1,7

K(-): Herhangi bir uygulama olmayan akvaryum suyu, K(+): Ticari iiriin kullamilan akvaryum suyu, Bt: Bacillus thuringiensis CP-1 igeren akvaryum suyu, Bs:
Bacillus subtilis FD-1, Bt+Bs: Bacillus thuringiensis CP-1 + Bacillus subtilis FD-1 igeren akvaryum suyu. CO: Cozliinmiis oksijen, SK: Serbest klor, TK: Toplam

klor, TS: Toplam sertlik. Ayni siitun ve ayn1 giinler arasinda farkli harflerle (a,b,c,d) gosterilen parametrede gruplar arasi fark bulunmaktadir.

1%
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4.3.2. Toplam azot, fosfor ve siilfat degerleri

Deneme gruplarinda giinlere paralel olarak amonyak azotu seviyesi tiim gruplarda artig
gostermis ve denemede kullanilan baliklarda 5. giinden itibaren oliimler gozlemlenmis
olsada B. subtilis FD-1+ B. thuringiensis CP-1 uygulamalarinda deneme gruplar1 ve
giinleri agisindan en diisiik degerler kaydedilmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.5). Toplam
amonyak seviyesinde %4 toplam nitrit oraninda ise yaklasik %81 diizeyinde bir iyilesme
belirlenmistir. Ticari iiriin kullanilan deneme ortamlarinda (K+) ise kontrole (K-) oranla
toplam amonyak seviyesi %32 artmis, nitrit seviyesi ise % 2 azalmistir. Muamele
gruplarina  oranla Bacillus uygulamalarinda elde edilen diisiik amonyak
konsantrasyonlarinda, bu bakteri sporlarinin uygulandiktan sonra ortamda hizla gelismesi
ve metabolik faaliyetleri dolayisiyla da bulunduklar1 ortamlarda pH degerinin azalmasina
neden olmasindan dolay1, amonyumun amonyak gazi formuna dontismesi ile amonyak
emisyonu engellemesinin neden oldugu diisiiniilmektedir (Yonsel 2010). Konohana et al.
(2000), Bacillus licheniformis'in aerobik kosullar altinda NOs ve NH4™ ortamdan

uzaklastirdigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.3. Deneme ortamlarina ait azot fraksiyonlar1 ve toplam fosforun degisimi

Zaman | Uygulama | Amonyak-azotu Nitrit Nitrat Toplam fosfor Stilfat
(giin) (NHa-N, mg/l) | (NO.-N, mg/l) | (NOs-N, mg/l)| (TF, mg/l) | (SOs, mg/l)
K(-) 0,76+0,08 0,00£0,00]  1,7040,03|  0,0040,00| 0,47+0,03
K(-) 135:028°|  3,1240,000]  1,17+0,91°|  0,02+0,01¢| 0,52:0,02¢
K(+) 1,78+0,00% 3.06£0,000|  0,01£0,012| 0,930,152 0,670,042
Bt 1,78+0,002 1,65+0,50° 0,00+0,00° 0,81+0,08°| 0,60+0,03°
Bs 1,77+0,00° 1,68£0,48°|  0,00£0,00° 0,930,042 0,60+0,05"
Bt+Bs 129+0,52°|  0,60£0,03°|  0,0040,00°|  0,43+0,15°| 0,5240,03¢

K(-): Herhangi bir uygulama olmayan akvaryum suyu, K(+): Ticari iiriin kullanilan akvaryum suyu, Bt:
Bacillus thuringiensis CP-1 igeren akvaryum suyu, Bs: Bacillus subtilis FD-1, Bt+Bs: Bacillus
thuringiensis CP-1 + Bacillus subtilis FD-1 igeren akvaryum suyu. Aym siitun ve ayni giinler arasinda
farkli harflerle (a,b,c,d) gosterilen parametrede gruplar arasi fark bulunmaktadir.
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Molekiiler oksijenin bulunmadigi ve son elektron alicist olarak nitratin kullanildigi
anoksik siireglerde biyolojik denitrifikasyon gozlemlenir. Her biri ayr1 enzim sistemi
tarafindan katalizlenen doniisiimlerde sirasiyla NO3—NO>—NO—N>0O—N, adimlari
gerceklesir (Tirk ve Onay 2017). Bu adimlarin ger¢eklesmesinde Achromobacter,
Alcaligenes, Bacillus, Chrombacter, Corynebacterium, Halobacterium, Methanomonas,
Moraxella, Paracoccus, Propionibacterium, Pseudomonas, Spirillum, Thiobacillus, ve
Xanthomonas en bilinen denitrifikasyon mikroorganizmalari olarak ortaya ¢ikar (Koenig
et al. 2005; Zhao et al. 2011; He et al. 2018). Yaptigimiz ¢alismada nitrat varliginda B.
subtilisin daha iyi gelisim gosterdigi belirlenmistir. Arastirma bulgularimiza paralel
olarak yapilan bir ¢alismada B. subtilis, B. licheniformis ve E. coli bakterilerinin nitrat
iceren ortamda anaerobik biiyiimesi gozlemlenmis ve biiyiitilen bakterileri
yogunluklarinda sirasiyla %5, %6 ve %16 oraninda gelisim belirlemislerdir. Yine nitrat
solunumu sirasinda B. subtilis tarafindan ulasilan maksimum optik yogunlugun E. coli
tarafindan ulasilandan yaklasik 5,7 kat daha az oldugu bildirilmistir (Clements et al.
2002). Nitrat konsantrasyonu agisindan inceledigimizde bakteri uygulama gruplarinda
kontrole oranla %100 oraninda iyilestirmenin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Sonuglarimiza paralel olarak Tang et al. (2018) yaptiklar1 calismalarinda su iriinleri
yeistiricilinginde atik sulardan nitratin aritiminda Bacillus sp. kullaniminin etkili
oldugunu bildirmislerdir. Yine fiziko-kimyasal parametrelerde gozlemlenen pH
artiglarinda nitratin denitrifikasyonunun etkili oldugu diistiniilmektedir. Bu durumda

nitrat tiikendikge pH artis1 ortaya ¢ikmaktadir (Rajta et al. 2019).
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Sekil 4.5. Deneme ortamlarina ait 2. ve 4. giin toplam azot, fosfor ve siilfat degisimleri
K(-): Herhangi bir uygulama olmayan akvaryum suyu, K(+): Ticari iriin kullanilan akvaryum suyu, Bt:
Bacillus thuringiensis CP-1 igeren akvaryum suyu, Bs: Bacillus subtilis FD-1, Bt+Bs: Bacillus
thuringiensis CP-1 + Bacillus subtilis FD-1 iceren akvaryum suyu.

Canlilar i¢in azottan sonra baslica besin elementi fosfor (P) olup biitiin organizmalarin
DNA yapilar1 i¢cin 6nemli bir kimyasal elementtir. Bu elementin farkli anyon reaktifleri
baz1 katyonik metallerle (Ca*?, Mg*?, Fe*3, Mn*?, Zn*2, Mg*? ve Al*®) hareket olanaklar
acisindan iligkilidir. Bu durumlarda fosforun mineralizasyonunda laktik asit, glukonik
asit, asetik asit, formik asit, okzalik asit, tartarik asit, fumarik asit ve sukkinik asit gibi

organik ve fosforik asitlerin varligina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu asitlerin tiretiminde ise Bacillus polymyxa, B. megatarium, B. circulans, B. subtilis,

B. firmus, Pseudomonas striata, P. rathonia, Rhizobium leguminosarum ve R. meliloti
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bakterilerileri etkindir. Ozellikle Bacillus tiirlerinin laktik, izovalerik, izobiitirik ve asetik
asit grubunun karisimin iiretebildigi bildirilmistir (Imriz et al. 2014.) Bu arastirmada 6.
giinde toplam fosfor degerinin arttig1 saptanmistir (Cizelge 4.3), toplam fosfor diizeyi giin
icinde pH, c¢oziinmiis oksijen veya diger su kalite degerlerine gore degisim
gostermediginden (Pulatsii vd 2014) son giinde bakterilerin 6liimlerinin gergeklesmesiyle
fosfor degerinin arttigi diisiiniilmektedir. Deneme siiresi sonunda kontrole (K-) oranla
toplam siilfat seviyesi K(+) grubunda % 28 artarken bakteri uygulanan gruplarda bu oran

% 15 olarak belirlenmistir.

4.3.3. Sudaki agir metallerin derisimi

Atiksular sadece yiiksek nitrat ve nitrit igermez ayn1 zamanda Cu?*, Zn 2*, Cr ®, Ni 2*
ve diger agir metal iyonlarini da icerir (Rajta et al. 2019). Anaerobik kosullar altinda,
nitrat, siilfat, Mn** veya Fe®* indirgeyiciler oksijeni elektron alic1 olarak kullanabilirler
(Liu et al. 2020). Teknolojik 6nemleri nedeniyle agir metaller cesitli endiistrilerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fakat kullanildig1 alanlarin atik sularinda bu metaller kalict
toksik etkilere neden olabilmektedir. Arastirma verilerimiz dikkate alindiginda denemme
stiresi sonunda uygulama gruplarindaki agir metal konsantrasyonlarindaki degisimler
incelendiginde (Cizelge 4.4.) B. thuringiensis ve B. subtilis’in tekli ve ikili
kullanimlarinda bu bakteri izolatlarinin Ni, Cr, Se, Al, Cd, Mn, Fe ve B i¢in sirasiyla
biiylikten kiiciige % olarak 57, 50, 50, 43, 40, 23, 5 ve 2 oranlarinda metal giderimi
yaptig1 6zellikle Al, Cd, Ni ve Se seviyelerinin azaltilmasinda B. thuringiensis’in Fe, Cr
ve B metallerinde ise B. subtilis’in daha etkili oldugu gozlenmistir. Bu ¢alisma ile
Bacillus tiirii bakterilerin deneme ortamlarinda agir metal konsantrasyonlarinda metal
tiiriine bagli olarak etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada toprak ve atik
sularda bulunan agir metallere (bakir, krom ve demir gibi) kars1 Bacillus’larin yiiksek
oranda diren¢ gosterdigi bildirilmistir (Karaoglu 2013). Calisma bulgularimizda elde
edilen Bt uygulama gruplarinda belirlenen Al, Cd ve Ni metallerinin diisiik
konsantrasyonlar1 dikkate alindiginda, elde ettigimiz verilerle uyumlu  olarak
Uzunalioglu (2015) Bacillus thuringiensis MP7B susunun (besi ortamina eklenen

kursunu) kursunu kullanabildigini kaydederek agir metalle kirlenmis ortamlarin



o1

iyilestirilmesinde Bacillus subtilis, Pseudomonas putida ve Enterobacter cloacae
Ozellikle tercih edilen bakteriler oldugunu bildirmistir ve yapilan farkli ¢aligmalarla da
ozellikle Bacillus subtilis tiirtiniin agir metal kirliliginde kullanilabilecegi kaydedilmistir
(Kanamarlapudi and Muddada 2019; Zhao et al. 2019).

Deneme gruplarinda selenyum ve bor acgisindan genel anlamda en diisiik degerler sirasiyla
Bt (B. thuringiensis) ve Bs (B. subtilis) gruplarinda elde edilmistir. B. subtilis’in Se
azalttigi Uzunalioglu (2015) tarafindan belirtilmistir ve bu durum sonuglarimizla uyum
gostermemektedir. Yaptigimiz calismada, aluminyum (Al) denemenin son giiniinde
bakterilerin birlikte kullanildig: gruplarda (Bt+Bs) yiiksek miktarda gézlemlenmistir. Bu
metalin deney ortamlar1 igerisindeki yogunlugunu dikkate aldigimizda kullanilan
bakterilerin fonksiyonel protein gruplarinin s6z konusu metale baglanma yetenegine
atfedebiliriz (Keloglu, 2017). Bilinen bir durum olarak biyomateryallerin metal tercihini
etkileyen en Onemli hususlar Ozellikle elektronegativite ve iyonik radyan gibi
fizikokimyasal ozellikleridir. Bu degerler ne kadar yiiksekse baglanma yetenegi de o

kadar yiiksek olabilmektedir (Akgael ve Kutsal 2002; Bueno et al. 2008).

Deney ortamlarindan elde edilen sonuglarda bazi metal gruplarinda kontrole (K-) oranla
genellikle azalislar kaydedilmistir. Bu farkliliklarda bakteriler tarafindan agir metallerin
hiicre i¢ine alinmasi veya hiicre ylizeyinde baglanmasinda yani detoksifikasyonunda
proteinlerin, bakteri tiirlinlin ve ortam pH’sinin etkili oldugu bilinmektedir. Yine sucul
ortamlarda bakteriler tarafindan agir metallerin giderilmesinde baz1 faktorler
(mikroorganizmanin O6zgiin 6zellikleri, hiicre metabolizmas1 ve ¢evrenin etkisi gibi)

etkilidir (Keloglu, 2017).

Deneme gruplarimizda, kontrole gore yliksek oranlarda belirlenen bazi metal iyon
konsantrasyonlarinda ortam pH degerinin diisiik olmasi etkili olmustur. Yapilan bir
calismada, bakteriler tarafindan en iyi nikel (Ni) aliniminin sirasiyla pH 6 ve 7°de oldugu
ifade edilmistir (Gabr et al. 2008). Calismamizdaki pH degerleri, belirtilen degerlerin ¢ok
altinda olup asidik bir ortam s6z konusudur. Ortam sartlarinin nétrale yaklagmasi

bakterilerin metal alinimimi daha da hizlandirmaktadir. Aksi durum olarak asidik pH’lar


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muddada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31880898
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metalin hiicre i¢ine aliniminda rol oynayan tasiyici proteinlerin ve detoksifikasyon
mekanizmasinda (agir metalin hiicre digina atilmasi, katyonlarin 6zellikle kiikiirt seven
katyonlarin tiol ihtiva eden molekiiller araciligiyla kompleks birlesiklere doniistiiriilmesi
ve bazi metal iyonlarin indirgenerek daha az toksik bilesiklere doniistiiriilmesi) rol alan

enzimlerin aktivitelerini etkileyebilmektedir (Uzunalioglu 2015; Keloglu, 2017).

Yapilan basgka bir ¢aligmada, B. thuringiensis’in yiiksek konsantrasyonda agir metal
igeren ortamda gelistigi fakat Cr (VI) metalini ortamdan uzaklastiramadigi bildirilmistir.
Bu durumun agiklamasi olarak ta B. thuringiensis bakterisinin istenmeyen kosullarda
yiizey tabaka proteinlerinin yiiksek konsantrasyonda iireterek kendini koruma altina
aldig1 agir metali bu tabakaya bagladigi ifade edilmistir. Yine deneme sonunda soz
konusu bakteride ylizey tabaka proteinlerinin bulundugu ancak tasiyici proteinlerin (agir
metalleri baglayan) olmadigi belirlenmistir. Buradaki mekanizma; metal stresoriine
cevaben bakterinin protein sentezini artirmasi ile agiklanabilir (Kilig 2008). Yine
bakterilerin en yaygin stratejilerden biri de diisiik molekiil agirliklt demir selatorleri olan
siderofor tiretimidir. Siderofor proteinler Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb ile kararli kompleksler
olusturabilirken 0Ozellikle Fe eksikliginde minerallerden veya organik bilesiklerden
yiiksek oranlarda demir kompleksleri koparabilme yetenegine sahiptir. Bu proteinlerin
tiretimi asidik pH’larda yaygindir ve mikroorganizmalar tarafindan hidroksamat siderofor
sentezi i¢in diisiik pH degeri tercihi edilmektedir (Uzunalioglu 2015). Bacillus sp’nin 0,5
mmol 1! Fe? * varliginda amonyum ve nitrat iyonlarimin kullanimini arttirdigi ifade
edilmistir (Takenaka et al. 2007). Bu durum amonyum-nitrat sonug¢larimizi

desteklemektedir.



Cizelge 4.4. Deneme siiresince akvaryum ortamlarinin metal igerikleri

Zaman | Uygulama Al Fe Cd Cr Cu Mn Ni B Se

(glin) (ng/L) | (ug/L) | (ug/L) | (ng/L) | (ng/L) | (ng/L) | (ng/L) | (ng/L) | (ng/LD)
K(-) 8,46+2,07 2,43+0,14 | 0,65+0,09 1,0840,05 | 8,57+0,01 | 2,01+0,04 | 0,66+0,15 | 31,85+0,63 2,90+0,46

K(-) 2,42+0,322 1,39+£0,06° | 0,30+0,00° | 0,28+0,012 | 1,16+0,15° | 15,60+0,46% | 0,53+0,13% | 26,10£0,693° | 1,68+0,09%

K(+) 1,84+0,98° | 0,71+0,00° | 0,35+0,052 | 0,15+0,00° | 1,58+0,00% | 11,38+0,14% | 0,51+0,06* | 24,75+0,751° | 1,52+0,20°

Bt 1,38+0,11°¢ | 1,61+0,31% | 0,18+£0,02° | 0,30+0,06% | 1,37+0,14% | 12,95+0,28" | 0,23+0,08" | 26,05+0,635° | 0,84+0,15°

Bs 1,63+0,09% | 1,32+0,23° | 0,31+0,102 | 0,25+0,04% | 1,52+0,09% | 12,05+0,17¢ | 0,60+0,112 | 25,65+0,289" | 1,80+0,05°

Bt+Bs 2,43+0,18? 1,89+0,25% | 0,36+0,05% | 0,14+0,01° | 1,37+0,19% | 12,00+0,46° | 0,64+0,05% | 27,50+0,346% | 1,63+0,08%

K(-): Herhangi bir uygulama olmayan akvaryum suyu, K(+): Ticari iirtin kullamilan akvaryum suyu, Bt: Bacillus thuringiensis CP-1 igeren akvaryum suyu, Bs:
Bacillus subtilis FD-1, Bt+Bs: Bacillus thuringiensis CP-1 + Bacillus subtilis FD-1 igeren akvaryum suyu. Ayni siitun ve ayn1 giinler arasinda farkli harflerle (a,b,c,d)
gosterilen parametrede gruplar arasi fark bulunmaktadir.

€S
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5. SONUC

Bacillus tiirleri dogada oldukga farkli alanlarda (¢iiriiyen organik materyalde, toz, toprak,
yesil sebze, su ve bazi tiirlerde de normal viicut florasinda) bulunabilirler. B.
thuringiensis’in giivenirliginin test edildigi ¢alismalarda hayvan ve insan sagliginin yani
sira hedef dis1 canlilar i¢in de toksik olmadigi belirlenmistir (Uzunalioglu 2015). Bu
yaklagimla Onemli seviyede biyosidal ve biyopestisit ozellikleri bulunan bu bakteri
izolatlarinin ayn1 zamanda biyolojik aritmada kullanilma potansiyelinin arastirilmasi
yesil tarim uygulamalar1 adina ¢ok 6nemli bir art1 olarak diisiiniilebilir. Bununla birlikte
yerli bakteri izolatlar1 ile yapilan ¢alismalarin azlig1, biyoremediasyonda kullanilan ticari
tiriinlerin yurtdisindan temin edilmesi (ciddi bir doviz kaybi s6z konusudur) ve/veya bu

iriinlerin yetersizligi gibi baz1 dezavantajlar gozlenmistir.

Bu dogrultuda yaptigimiz ¢alismada, yetistiricilik ortamlarinda farkli kékenlerden (yem
atigi, diski v.b) gelen kirlilik etmenlerinin giderilmesinde yerli izolatlar olan Bacillus
thuringiensis CP-1 ve Bacillus subtilis FD-1 bakterilerinin kontrollii ortamlarda biyolojik
tyilestirme potansiyelleri arastirilmistir. Bu amagla kullanilmis akvaryum sular ile
olusturulan deney diizeneklerine Bacillus thuringiensis CP-1 ve/veya Bacillus subtilis
bakterileri tekli ve ¢oklu olarak inokiile edilmis ve ticari bir iiriine kars1 7 giin (0.,2.,4.,
ve 6.,) boyunca statik deney prosediiriinde bazi su kalite paramatreleri ve agir metal
seviyeleri yoniinden remediasyon seviyeleri aragtirilmistir. Yerli izolatlar1 kullanarak
ileride yapilacak biyolojik formiilasyon ve akuatik kirliligin giderimine yonelik
caligmalar i¢in ticari bir liriine doniistiirmeyi planladigimiz bu ¢alismamizda elde edilen
arastirma bulgularimiz asagidaki gibi 6zetlenmistir.

17-20+0,05° C sicaklik, 5,1-8.1 pH, 2-4,6 mg/l ¢6zlinmiis oksijen degerlerine sahip statik

uygulama ortaminda 6 giin sonunda elde edilen sonuglarda;

1. Akvaryum ortamlarinda yapilan bakteriyolojik sayimlarda her iki bakteri tiiriiniin de
(Bacillus thuringiensis CP-1 ve/veya Bacillus subtilis FD-1) 2. ve 4. giinlerde yiiksek
seviyelere ulastigi, denemenin 6. giiniinde ise en yiiksek seviyede oldugu tespit

edilmistir.
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2. Bakteri izolatlarinin amonyak, nitrit ve nitrat azotunu sirastyla % 4, 80 ve 100
seviyesinde iyilestirdigi, Bt+Bs uygulamasinin toplam azot seviyesinin biyolojik
remediasyonunda daha etkili oldugu bulunmustur.

3. Bakteri uygulamalar1 sonucunda deney ortamlarinin pH degerindeki asidite orani
ortamda fazla nitrit birikimine sebep olmustur.

4. Metallerin uzaklastirilmasinda, metalin ve bakteri tiiriiniin etkili oldugu gozlenmis,
ozellikle B. thuringiensis CP-1’in B. subtilis’ten daha etkili oldugu ve 6zellikle Al,
Cd, Ni ile Se uzaklastirilmasinda oldukga basarili oldugu tespit edilmistir.

Calisma doneminde, kullanilan bakteri tiirlerinin kirlilik kontroliinde pozitif yonde
potansiyelleri belirlenmis olsa da kirliligin tamamen kontrol altina alinamadigi

gbzlenmistir. Bu durum i¢in;

1. Uzun vadeli izleme ¢aligsmalari ile farkli deney ortamlar1 ve sartlarinda ¢alismalarin
yapilmast,

2. Bakterilere ait optimum gelisme kosullarmin belirlenerek uygun tasiyici
formiilasyonlari ile farkli ortam kosullarinda ve kirlilik tiplerinde kullanilmasi,

3. Daha fazla ¢alismayla su tiriinleri yetistiriciliginde atik sularin biyoremidasyonunda
bu bakterilerin potansiyellerini daha iyi tanimlayabilmek adina, fonksiyonel
yeteneklerinin irdelenmesi,

4. Dogru ve kesin bir fikir edinmek i¢in bakterilere ait ilgili molekiiler mekanizmalara
odaklanilmasi,

5. Sucul organizmalar acisindan kullanimlarmmi daha saglikli hale getirmek adina
ozellikle pH azalmasina bagli olarak artan nitrit seviyesinin kontrol altina alinmasina
yonelik; ya pH’y1 notre yaklagtiracak uygulamalar ya da ortama siirekli oksijen
salinimi yapacak, suyun hareketlendirilmesini saglayacak ekipman/diizeneklerin

olusturulmasi onerilmektedir.
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