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Yiksek Lisans Tezi

KiRLI TOPRAKLARDAN iZOLE EDIiLEN BAZI BAKTERI TURLERININ
ETKILERIYLE HAM PETROLUN BIiYODEGRADASYONU

Khalaf Mohammed Khalaf Khalaf
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
Es Danisman: Prof. Dr. Yassin Hussein Owaid AL-JUBOURI

Zenginlestirme kiiltlirli teknigi ile mikroorganizmalarin izole edilmesinin 6nemli bir
avantaji, esas olarak mikroorganizmalarin kullanildiklart test tipinin kriterlerine ve
ihtiyaglarina goére izole edilmesine ve se¢ilmesine izin vermesidir. Enerji ve karbon,
bakteri suslarinin ham yag eklenmis kiiltiir ortaminda adapte olma ve biiyiime yetenegi,
temel olarak, cesitli hidrokarbonlar1 aerobik olarak kullanma kabiliyetine sahip ¢ok
cesitli mikroorganizmalarin bulunmasi gergeginden kaynaklanmaktadir. Biyobozunma
teknigi, petrol hidrokarbonlari ile kirlenmis ortamlarin biyolojik aritimi igin son derece
uygun bir alternatiftir. Biyobozunma; yag gibi organik bir maddenin, canli bir
organizmanin, genellikle bir mikroorganizmanin ve 6zellikle de bakterilerin etkisiyle
ayrismasidir. Dogaya ve mevcut hidrokarbona bagli olarak farkli asamalardan olusur.
Petrolde bulunan hidrokarbonlar, baliklarda ve diger organizmalarda 6lime neden
olmakta, esas olarak balik¢ilik endiistrisinin faaliyetlerini ve ayrica kiyr ve karasal
bolgelerin tropik zincirlerini etkileyerek ciddi ekolojik sorunlara yol agmaktadir.

2022, 101 sayfa
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

BIODEGRADATION OF CRUDE OIL BY THE ACTION OF SOME BACTERIAL
SPECIES ISOLATED FROM POLLUTED SOILS

Khalaf Mohammed Khalaf Khalaf

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melda DOLARSLAN
Co-Advisor: Prof. Dr.Yassin Hussein Owaid AL-JUBOURI

An important advantage of isolating microorganisms with the enrichment culture
technique is that it allows the isolation and selection of microorganisms primarily based
on the criteria and needs of the test type in which they are used. Energy and carbon, the
ability of bacterial strains to adapt and grow in culture medium supplemented with
crude oil is mainly due to the fact that there is a wide variety of microorganisms capable
of using various hydrocarbons aerobically. The biodegradation technique is an
extremely suitable alternative for the biological treatment of media contaminated with
petroleum hydrocarbons. Biodegradation; It is the decomposition of an organic
substance such as oil, a living organism, usually a microorganism, and especially by the
action of bacteria. It consists of different stages depending on the nature and the
hydrocarbon present. Hydrocarbons in oil cause death in fish and other organisms,
mainly affecting the activities of the fishing industry, as well as the tropical chains of
coastal and terrestrial regions, causing serious ecological problems.
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1. GIRIS

Petrol, Latince 'Petra’ (tag) ve 'oleum' (yag) kelimelerinden tiiretilen karmasik bir
hidrokarbon karisimidir. Petrol, karakteristik degisen yagli, yanict bir maddedir ve
siyah-a¢ik kahverengi renkleri arasindadir. Petrol milyonlarca yil 6nce diisiik oksijen
seviyesindeki bakteriler tarafindan organik maddenin parcalanmasindan ortaya
¢ikmistir. Bu pargalanma okyanuslarin, denizlerin ve gollerin dibinde birikerek, petrol

denilen yagli maddenin yer kabugunun baskisi altina girmesini saglamaktadir.

Petrol, Diinya'da biiyiik 6nem tasimaktadir ve yenilenemeyen bir enerji kaynagidir.
Ham petrol, hafif kisimlari gazlari, agir kisimlari ham petrolii olusturan ve hidrokarbon
zinciri ile temsil edilen bir grup farkl bilesik icermektedir. Hidrokarbon zincirindeki
farkliliklar, diinyadaki farkli yag tiirlerinin belirlenmesine neden olmaktadir. Solventler,
akaryakitlar, benzin, motorin, gazyagi, ug¢ak benzini, yaglayicilar, asfalt, plastik vb.
ornek olarak sayilabilir. 19. yiizyilda, petrol kuyularmin agilmasina ve sondaj
calismalarina baglanmistir. Bunu takiben, petrol endiistrisi, 6zellikle de benzinli ve dizel
motorlarin icadi ile 6zellikle Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da uluslararasi

pazarda biiyiik bir genisleme yasanmistir (V6lgyesi and Moser 1982).

Son yillarda, diinyanin petrol tasimaciligi giderek verimsiz hale gelerek farkli
ekosistemler iizerinde farkli tiirde etkilere neden olmustur. Bu nedenle, biyolojik
bozunma, aktinik bakteriler gibi mikroorganizmalarin etkisiyle, kirli ortamin
toksisitesini azaltan, organik maddenin ayrigmasi yoluyla petrol hidrokarbonlar ile
kirlenmis ortamlarin biyolojik olarak iyilestirilmesini saglayan uygun ydntemler olarak
karsimiza cikmaktadir. Ayrica kirlenmis ekosistemin biyolojik olarak iyilestirilmesi,
dogal mikroorganizmalarin uyarilmasi, besinlerin ve oksijenin eklenmesi ile
saglanabilir. Fakat, kirli ortamda bulunan bilesiklerin ¢esitliligi yapilacak olan
uygulamalardaki farklilarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Uygulamalardaki
farkliliklar; sahada, kaza mahallinde veya disinda, kontaminasyon sahasi disinda,
biyolojik aritma vb biyoremediasyon ilkesine dayali olarak kullanilan farkli teknolojileri
icermektedir. En uygun yOntemin se¢imi kirleticinin ortamdaki mevcudiyetine bagl

olmaktadir (Naman et al. 2019).



Bu calismada, ham petrol ile kirlenmis toprag:i iyilestiren ve topraga bagh
hidrokarbonlar1 en iyi parcalama kabiliyetine sahip olan bakteriler izole edilmistir.
Ayrica, iyilestirme asamalarindaki topraklarin fiziksel ve kimyasal gostergeleri,
hidrokarbon bilesenlerinin bozunma derecesi, bakteriyel aktivite i¢in gerekli besinlerin
varolma derecesi ve Kirlilik alanini olusturan ¢evresel faktorler arastirilmistir. Bunlara
ek olarak, ham petrol ile mevsimsel Kirlilik ve dietil eter kullanilarak yillik dogal
bozulma miktar1 Olgiilerek uygulanan yontemlerin daha onceki c¢alismalar ile

karsilastirlimasi yapilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Petrol Hidrokarbonlarinin Kimyasal ve Fiziksel Simiflandirilmasi

Petrol, mutlak bir hidrokarbon baskinlig: ile sayisiz organik bilesigin olusturdugu bir
karigimidir. Kimyasal bilesimleri kokenlerine gore degisir ve bunlari saf kimyasal

bilesenlerine ya da bilinen bilesimdeki karigimlara ayirmak pratik olarak imkansizdir.

Petrolde, karisima ek olarak, gaz, sivi veya kati halde, gozeneklerde ve kiriklarda, genel
olarak tortul kayaclarda az miktarda azot, kiikiirt ve oksijen bulunur. Tortular ayrica
tuzlu su ve petroliin agilan kuyulardan yilikselmesine neden olan basingtan sorumlu bir
gaz karigimi igerir. En 6nemli ticari iiriin olan rafine yagdan ayirt edilmesi igin s1v1 yaga
ham petrol de denilmektedir. Petrol gazi (dogal gaz) hafif hidrokarbonlarin bir
karistmim iken yari kati formlar agir hidrokarbonlardan olusur. Hidrokarbonlar, karbon
ve hidrojenin olusturdugu organik bilesiklerdir. Yapilarina gére doymus, doymamis ve

aromatik olarak sinmiflandirilirlar (James, 2006).

Doymus hidrokarbonlarda karbon atomlar1 yalnizca basit baglarla ve miimkiin olan en
fazla sayida hidrojen atomuyla birlestirilir. Molekiiller, karbon atomlarin1 doyurmaya
yetecek kadar hidrojen atomu igerir. Zincir, dallanmis veya dongiisel lineer formda,

birbirine bagli veya bagli olmayan olarak gozlemlenebilir.

Parafinler veya alkanlar, karbon atomlar1 arasinda basit baglar bulunan diiz zincirlere
sahiptir. Parafin terimi, Latince 'parum’ kiigiik ve ‘affinis’ afinite anlamina gelen iki
kelimeden olusur. Alkanlarin fiziksel ozelliklerinden bazilari sunlardir: 25 °C oda
sicakliginda lineer zincirlerde 4 karbon atomuna kadar gaz halindedir, C5'ten C17'ye
kadar olan alkanlar sividir ve 18'den fazla karbon atomuna sahip alkanlar katidir.

(Simanzhenkov, 2003).



Aromatik bilesikler, temel yapilarinda, aralarinda degisen c¢ift baglar bulunan alt1 karbon
atomlu bir halka sunan kapali zincirli hidrokarbonlardir; bu temel birime, rezonans

olgusunun dogrulandigi benzen ad1 verilir.

Iki veya daha fazla halkaya sahip hidrokarbonlara polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH) denir, bu hidrokarbonlar yagin en toksik bilesenleri olarak kabul edilir ve
kanserojen bir etki ile iliskilendirilir. Bir¢ok diisiik molekiiler agirlikli PAH suda

¢Oziiniir ve kontaminasyon riskini artirir (Lur'e, 2003).

Petrol, giinlimiiz uygarlig1 i¢in ana enerji kaynaklarindan biridir ve diinya genelinde
tilketimin artmasi onu ¢evreye kazandirmistir. Diinya’da, petrol tasima ve bosaltma
islemleri genellikle bu iriinlerle kazalarin goriilme sikligini artiran faaliyetler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kazalar, farkli kiiresel ekosistemler iizerinde ¢ok sayida etki

yaratmaktadir .

Petrol deniz suyuyla temas ettiginde birgcok fiziksel, kimyasal ve biyolojik siire¢
meydana gelir ve bunlarin her birinin siddeti zamanla degisir. Petrolde; buharlagsma,
¢oziinme, dispersiyon, emiilsifikasyon, foto oksidasyon, ¢okelme ve biyolojik bozunma,
solventler, parke malzemesi gibi bazi islemler ve iriinler bulunmaktadir. Bu petrol
riinleri, elektrik iiretiminin yani sira dogrudan yakma yoluyla diinyanin toplam enerji
arzinin yarisindan fazlasini olusturmaktadir. Bu sayede diinyanin birgok yerinde halk
aydinlanma ihtiyaglarimi gidermektedir. Ayrica, sentetik kumas, sentetik kauguk, sabun,
deterjan, boya, plastik, bocek ilaglari, giibre vb. malzemelerin imalatinda da bu yan
tiriinler kullanilmaktadir. Ug kisma ayrilabilirler: alifatik, alisiklik ve aromatik. Gaz,
sivi veya kati halde, gozenek ve kiriklarda, genellikle tortul kayaglarda bulunurlar
(Selley ve Sonnenberg 2015).

Petroliin bozunma hizi, yagin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine, hava durumuna ve
iklime baglidir. Hidrokarbonlar, sudaki tortullarda, 1s1ik ve oksijen yoklugunda g¢ok
yavas bozunmaktadir. Tortuda, yagin bozunmasi suya goére ¢ok daha yavastir, ¢linkii
daha hafif bilesikler daha uzun siire kalir. Hidrokarbonlar, askida kalan malzemenin

parcaciklari lizerinde adsorpsiyona ugrar ve bu da tortularda gii¢lii bir birikim egilimine



neden olur. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), petroliin yapisinda biiyiik
oranda bulunan bilesiklerdir. Bu kirleticiler, farkli besin zincirlerinde biyolojik olarak
birikme kabiliyetine sahip olduklarindan canlilar iizerinde toksik etkilerinin yani sira
kanserojen, mutajenik, teratojenik olarak bilinmeleri nedeniyle ¢evresel bir oncelik
olarak kabul edilmekte ve siklikla izlenmelidirler (El Nady et al. 2012).

2.2 Petrol s1zintis1

Petrol sizintist genellikle, karaya dogru gemileri ¢eken calkantili sular, delinmis
platformlar, kuyu patlamalari, mevcut kapasitesinin iistiinde yiikleme yapan tanklar
nedeniyle olmaktadir. Petrol, su ile temas ettiginde, daha diisiik molekiiler agirliga sahip
olan molekiiller ilk 24 ve 48 saat boyunca giiglii bir buharlagsma ve ¢ozlinme siirecine
girmektedir. Bu sekilde, deniz ve kara ortamindaki organizma toplulugu tizerindeki
etkiyi azaltarak, petroliin bilesiminde 6nemli bir degisiklik meydana gelmektedir.
Denize dokiildiikten sonra petrol, bir dizi fiziksel, kimyasal ve biyolojik isleme tabi
tutulmaktadir. Genellikle, petrol sizintilart daha ¢ok sularda meydana gelmesine kargin
kiyr seridinin yakinhigina bagl olarak bozulma c¢ok farkli olabilmektedir. Toprag
Kirletmenin haricinde, balik ve mercan gibi mevcut canlilarin 6liimiine ve lokalize
alanin verimsiz ve toksik hale gelmesine neden olmaktadir. Bu sebeple, suda canlilar
icin yasam siirdiiriilemez hale gelmektedir. Ayrica su ylizeyinde olusan film tabakasi
insanlar i¢in suyun kullanimini imkansiz hale getirmektedir. Petrol sizintisinin kiyiya

ulagmasi da ciddi anlamda zararlara yol agmaktadir. (Hobson ve Pohl 1973).

2.3 Biyotransformasyon

Mikrobiyal biiyiime i¢in enerji saglayan biyotransformasyonlar, vericilerin ve elektron
alicilarinin varligina baghidir. Bu nedenle, biyolojik bozunmanin gerceklesmesi i¢in bir
karbon kaynagina ek olarak besinlerin eklenmesi gerekmektedir. Bir¢ok organik
kirletici, elektron dondrleri olarak hareket ederek biiylime gereksinimlerini
karsilayabilmektedir. Bu tiir kirleticiler, mikrobiyal metabolizmanin bir sonucu olarak

oksidasyona ugramaktadir. Mikrobiyal biiylime igin, ara bilesikler bir karbon kaynagi



olarak asimile edilebilmekte, -NH,, -NO; ve -SO; gibi fonksiyonel gruplar ise besin

kaynagi olarak kullanilabilmektedir.

Oksidasyon aerobik veya anaerobik olarak gergeklesmektedir. Aerobiyozda, oksijen son
alic1 olarak hareket ederek, inorganik kombinasyonlar nitrat, metal iyonlari, siilfatlar

veya karbon dioksite oksitlenmektedir (Speight 1999).
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Sekil 2.1 Alkanlarin biyolojik olarak pargcalanmasi



N-alkanlarin  biyolojik bozunmasi, normal olarak bir monoterminal sira ile
ilerlemektedir. Zincir, alifatik bilesigin molekiiliine, molekiiler bir oksijen atomu sokan
bir monoksijenaz tarafindan saldirtya ugrar, daha sonra bir aldehide ve son olarak bir

karboksilik aside oksitlenen bir birincil alkol olusumu meydana gelmektedir (Sekil 2.1).

Karboksilik asit, 3-oksidasyon yoluyla pargalanarak, iki karbon daha az yag asitleri ve
asetil-koenzim A olusturarak ve sonunda CO, salinmaktadir. Oksijenle ilk oksidasyon
asamasi, anoksik kosullar altinda miimkiin degildir, bu da metan hari¢, alkanlarin
anaerobik olarak inat¢i olduguna dair kanitlar1 arttirmaktadir. Bu islemle olusan bazi
yag asitleri toksik olabilir ve biyolojik bozunma islemi sirasinda birikebilmektedir
(Brakstad et al. 2004).

Alkan dongiisii, biyolojik bozunmaya kars1 6zellikle direnglidir. Bento (2005) alti1 adede
kadar yogunlagtirilmis halkadan olusan ve yavas yavas bozunabilen siklik
hidrokarbonlarin bulundugunu bildirmektedir. Oksitlendikten sonra, bu bilesiklerin
bozulma siireci halkalarin boliinmesiyle devam eder ve ketonlara veya alkollere dogru

ayrisam meydana gelir (Sekil 2.2).

OH 0 (i‘,OOH
O_.G—»‘ ) = (CHy)y —= Aceti CoA
|
COOH

Sekil 2.2 Alkan dongiisiiniin oksidasyon siireci

Metabolizma yolu, daha sonra bir dehidrojenasyona ugrayan ve ardindan karsilik gelen
ketonlar1 olusturan siklik alkollerdeki olusumdan geger. Tiim siireg, siklohidrojenazlar
ve monoksijenaz enzimleri tarafindan katalize edilir. Sonraki asamada,
monooksijenazlarin aracilik ettigi halka laktonizasyonu meydana gelir ve halkanin

laktonahidrolaz tarafindan agilmasina yol acar.

Dallanmis agik zincirli alkanlar mikroorganizmalar tarafindan bozunabilir, ancak

uzamsal konfigilirasyonlar1 nedeniyle oksidasyona enzimatik erisim bozularak biyolojik



bozunabilirlik oranini diisiiriir. Dikarboksilik asitlerin olusumuyla birlikte bozundurucu

bir yol olarak B-oksidasyona ugrayacaklardir.

Alkenler ve alkinler gibi doymamus alifatik bilesikler, alkanlara benzer mekanizmalar
yoluyla aerobik olarak pargalanmaktadir. Bununla birlikte, ikili ve ti¢lii baglar kimyasal
olarak daha reaktiftir ve epoksidasyon (oksijen transfer reaksiyonu) veya hidrasyon gibi
ek reaksiyonlara girebilmektedir. ikili ve iiclii kimyasal baglar daha sonra aerobik
olarak bir alkol olusturmak iizere hidratlanabilmektedir. Alkenler ve alkinler, aerobik ve
anaeroblar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Her iki

organizma tiirli de hidrasyon yoluyla ilk molekiile saldirmaktadir (Sterdal et al. 2015).

Uc halkaya kadar olan aromatik hidrokarbonlar daha kolay bozunmaktadir. Birgok
aromatik bilesik sinifinin aerobik biyolojik bozunmasi, bir ara iiriin olan katekoliin
olusumu yoluyla ilerlemektedir. En hafif aromatik bilesikler, ¢6ziinmiis halde
buharlasmaya ve mikrobiyal bozulmaya maruz kalmaktadir. Enzimatik saldiri, alkil

tizerinde veya dogrudan halka tizerinde olabilmektedir.

Aromatik petrol hidrokarbonlarinin aerobik biyolojik bozunmasi i¢in mikrobiyal yollar
iki kisma ayrilabilir: ilk asamada, aromatik substrat, mono veya dioksijenazlar
tarafindan hidroksil gruplarin eklenmesiyle bir dihidroksi aromatik metabolite (tipik
olarak bir katekol) doniistiiriiliir; ikinci asama, katekol halkasinin dioksijenazlar
tarafindan acilmasindan olusmaktadir. Bu enzimler, karbon-karbon baglarindan birini
kirarak halkaya molekiiler oksijen eklenmesini katalize etmektedir. Halka kirilmasi iki
farkl1 pozisyonda meydana gelebilir: hidroksil gruplar1 arasinda (intradiol veya orto
kirilmasi) veya hidroksil gruplarindan birine bitisik (ekstradiol veya meta kirilmasi)
olarak. Aromatik hidrokarbon katabolizmasinin son agsamasinda, halkanin a¢ilmasindan

kaynaklanan {irlin, asetil-COA, oksalat ve piruvatin ara iiriinlerine doniistirilmektedir

Anaerobik olarak, aromatik halka oksitlenmez, indirgenmektedir. Bu yoldaki ara madde
bir sikloheksanondur. Halka, sikloheksanonun hidrasyonu ile agilmaktadir. Bununla
birlikte, aromatik bilesiklerin biyolojik olarak parcalanmasindan dolay1r anaeroblarin

metabolik potansiyeli hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bazi aromatik hidrokarbonlar,



fonksiyonel gruba ve mevcut terminal elektron alicisina bagli olarak bozunmaktadir

(Bento 2005).

2.4 Aktinobakteriler

Eskiden aktinomisetler olarak adlandirilan aktinobakteriler, guanin ve sitozin agisindan
zengin DNA'ya sahip Gram pozitif bakterilerdir. Bu mikroorganizmalar toprakta, suda
ve diger ortamlarda bulunabilir, ancak ana kaynaklar1 topraktir. Topraktaki ana
antibiyotik ireticileri ve ayni zamanda ticari agidan ilgi g¢ekici enzimler iireten ana

mikrobiyal gruplardan biri olarak tanimlanmustir (Joshi et al. 2019).

Aktinobakteriler, 12 nm c¢apa kadar ribozomlara sahip fibriller bir niikleer bolge ve
graniiler sitoplazmadan olusmaktadir. Mikroorganizma, biiyiime siiresi ve kullanilan
ortama bagl olarak, sitoplazma ¢esitli baska inkliizyonlar i¢erebilmektedir. Plazma zar1,
diger islevsel lipidlerin dahil edilmesi i¢in kararli bir matris {ireten polar lipidlerin ve
zar proteinlerinin amfipatik etkilesimi ile elde edilen lipid ¢ift katmanl tiptedir. En ¢ok
caligilan lipidler menakinomalar ve karotenoid tipi pigmentlerdir. Menakinonlar esas
olarak elektron tagima zincirinde ve solunumda yer almaktadir. Hiicre duvari, anyonik
asitler ve notr polisakkaritler gibi bir veya daha fazla iliskili polimerle birlikte
peptidoglikandan olusmaktadir. Aktinobakteriler, miselyuma doniisen hif adi verilen
ince dall1 filamentler tiretirler. Filament, bazilarinda kisa olmasina ragmen oldukga uzun
olabilir ve bazi durumlarda kii¢iik birimler halinde parcalanabilmektedir. Bireysel hifler
veya filamentler, morfolojik olarak mantar filamentlerine benzemekte fakat daha dar

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hernandez-Lopez et al. 2016).

Aktinobakterilerin biiylimesi, esas olarak, goriiniiste {istel bir biiyiime kinetigini takip
eden dall1 hifler olarak hiicre duvarinin genislemesi ile gerceklesir. Koloniler bir kez
biiyiidiigiinde, sinirin en uzak kismi glikojen, lipidler ve polifosfat gibi cesitli yedek

malzeme siniflarini biriktirebilmektedir.



Bakterilerle olan taksonomik konumlarma ragmen, aktinobakteriler ve mantarlar
arasindaki benzerlik ii¢ 6zellikte belirgindir: aktinobakterilerin miselyumu, mantarlarin
karakteristigi olan genis dallara sahiptir; her ikisi de hava miselyumunu ve konidiyumu
olusturur ve sivi kiiltiirde biiylimeleri nadiren siskinlikle sonuglanir, daha c¢ok kiitle veya
"peletler" olarak kendini gostermektedir. Atmosferik nitrojeni sabitleyebilen Frankia
cinsi, nocardiosis, aktinomikoz ve ayrica bitki ve hayvanlarda insan hastaliklarina

neden oldugu da tanimlanmistir (Parthipan et al. 2017).

Aktinobakteriler, Streptomyces ve Streptoverticillium cinslerinde oldugu gibi, Hindistan
cevizinden yiiksek oranda dallanmis ve farklilasmis bir miselyum igeren pargalanmig hif
formlarmma kadar uzanan genis bir morfoloji sergileyen cinsleri igermektedir.
Aktinobakteriler, toprak, tatli su ve deniz habitatlar1 dahil olmak iizere g¢esitli
habitatlardan izole edilmistir. Laboratuarda kapsamli bir sekilde incelenmistir, ancak bu
dogal ortamlarda hayatta kalmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bazi cinsler,
hareketli zoosporlart ve Ozellikle kurutucuya direncli yapilart iceren sporlar
olusturmaktadir, ancak endosporlarin varligini ve agir1 direng 6zelliklerini bulundurmaz.

Bu 6zellikler sadece Thermoactinomyces cinsine aittir.

Streptomycetes genellikle hiphalardan daha kalin bir spor duvarina sahiptir ve ayrica
daha hidrofobiktir. Sporlar genellikle farkli bigimlerdedir ve bu farkliliklar ayirt edici
taksonomik kriter olarak kullanilmaktadir. Bu sporlar ayrica kuruma ve 1siy1 tolere

ederer uzun yillar yasayabilmektedir ancak direngleri endosporlar kadar giiglii degildir.

En yaygin olarak izole edilen ve yaygin olarak ¢alisilan cins Streptomyces'tir. Bununla
birlikte, literatiirde baska tiirler de gozlemlenmis ve tanimlanmistir. Nokardiyoform
aktinobakteri gruplari, sonunda yeni bir miselyum olusturarak, kokoid veya basiller
olarak ayrilan hifler meydana getirirmektedir. Bu gruba dahil olan cinslerden bazilar
Caseobacter, Mycobacterium, Rhodococcus ve Nocardia olarak siralanmaktadir.

Aktinobakterilerin sporlar1 biiyiik morfolojik karmasikliga sahiptir (Khudur et al. 2018).

Genetik kararsizlik, aktinobakterilerde bulunan ¢ok yaygin bir 6zelliktir. Farklilasma ve

ikincil metabolizma ile ilgili cogu fenotipik 6zellik, genetik olarak kararsizdir. Hava,
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miselyum olusumu, pigmentasyon, sporiilasyon, genotoksik ajanlara diren¢ (mitomisin
C veya ultraviyole 1ginlama) ve direng ve/veya antibiyotik liretimi bunlara 6rnek olarak
verilmektedir. Aktinobakterilerin taksonomisi son derece karmasiktir. Birka¢ morfolojik
ve fizyolojik oOzelligi dikkate alan geleneksel yontemlerin kullanilmasi miimkiin
olmamaktadir. Bu arada, daha gelismis sistematik yontem ve tekniklere dayanan ii¢ ana
yaklagim kullanilmistir. Birincisi, lipidler, duvar amino asitleri, seker ve proteinler gibi
spesifik hiicre bilesenlerinin karakterizasyonunu kullanan kemotaksonomi, ikincisi,
sayisal taksonomi, miimkiin olan en fazla sayida fenotipik Ozelligin kullanimina
dayanmaktadir. Ugiincii ve son olarak, niikleik asit hibridizasyon yontemleri DNA-
DNA ve DNA-RNAr, faj tipleme, pirolizat kiitle spektroskopisi ve RNR dizileme
tekniklerini kullanarak jenerik i¢i ve jenerik diizeylerdeki iliskileri ortaya cikaran

molekiiler sistematigi olarak agiklanabilir (Ndimele 2010).

Cevreden alinan 6rneklerde bulunan aktinobakterilerin sayisini ve tiirlerini belirlemek
icin kullanilan geleneksel yontem, substrat olarak secici ve/veya segici olmayan kiiltiir
ortaminin kullanildig1 seyreltme plakasi teknigini igermektedir. Bu tiir deneyler
yapilirken, ornegin ¢esidi (0rnek: toprak, tortu veya su), ekstraksiyon ve geri kazanim
prosediiriiniin etkinligini, segici kiiltlir ortami1 ve kiiltlir kosullar1, plaka izolasyon hizi
vb. konulara dikkat etmek gerekmektedir. Aktinobakteriler topraktaki ana antibiyotik
tireticileri olarak kabul edilmektedir. Ancak antibiyotiklere ek olarak topraktan,
antiviral, antitimor, immiinomodiilatér maddeler, agrobiyolojik bilesikler ve yiiksek

ticari degeri olan enzimler de izole edilmektedir (Fuentes et al. 2014).

Nadir aktinobakterilerin izolasyonu icin kullanilan ydntemler, antibiyotiklerin
eklenmesi veya bir antibiyotik karistmi gibi secici  basinglarin - kullanilmasini
icermektedir. Aktinobakterilerin biyokimyasal heterojenligi, ekolojik c¢esitliligi ve
ikincil metabolitlerin {iretimi i¢in olan kapasiteleri, onu enzimlerin iiretimi igin iyi bir

hedef haline getirmektedir.

Aktinobakteri enzimleri, organik azotlu bilesikleri, karbonhidratlari, kolesterol gibi
cesitli steroidleri, cesitli aromatik bilesikleri, asetileni ve digerlerini parcgalayabilir.
Ayrica, bakteri ve mantarlarin biiylik ¢ogunlugunun saldirilarina karsi direngli oldugu

bilinen maddeler olan agar, kauguk, parafinler ve ligninleri de kullanabilirler. Bu
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enzimlerin bazilar1 halihazirda endiistriyel 6l¢ekte tiretilmistir, ancak biiyiik cogunlugu

heniiz iiretilmemistir.

2.5 Biyolojik bozunma

Diinyanin endiistriyel faaliyetlerinin siirdiiriilmesi i¢in olsun ya da olmasin, petrol ve
tirevlerine sundugu artan bagimlilik, genellikle boru hatlarindaki kayiplar veya
kopmalar nedeniyle topraklarin ve su ortaminin hidrokarbonlarla kirlenmesine veya
ulagimlarinda meydana gelen kazalar neden olmaktadir. Bu durum, mikroorganizmalar
izerinde toksisite siirecleri ve organizmalarin 6liimii ile kontamine ortamin 6zellikleri
tizerinde belirgin bir etkiye sahip olmaktadir. Bu kazalar, kontaminasyon olaylari
yoluyla ¢esitli ekosistemler {izerinde farkli tiirde etkilere neden olmakta ve bu nedenle

bu ¢evrenin siirekli olarak incelenmesi ihtiyacin1 dogurmaktadir (Wartell et al. 2021).

Son molekiiler calismalar, hidrokarbonlar tarafindan kontaminasyonun ve arktik
topraklarda biyolojik yigin teknigi (kazi, havalandirma ve giibreleme) ile aritmanin,
ornegin cesitli hidrokarbon bilesiklerini pargalayabilen aerobikleri (Pseudomonas,
Rodococcus, Sphingomonas ve Caulobacter) destekleyerek toprak mikrobiyal
toplulugunu ¢arpict bicimde degistirdigini gostermistir. Bu organizmalarin baskinligi,
biyoremediasyon sirasinda hidrokarbonlarin ve besinlerin mevcudiyeti ve kalitesindeki

degisime gore zamanla degismektedir (Banerjee, 2016).

Biyolojik bozunma siireci, petroliin organik bilesenlerinin bir mikroorganizma
aracilifiyla daha basit ve daha az molekiiller veya daha fazla polar bilesenlere
parcalanmasini igermektedir. Hidrokarbonlarin tamamen biyolojik olarak bozunmasi,
karbondioksit ve su olusumuyla sonuglanmaktadir. Bu biyolojik stire¢ iki temel faktorii
igerir: beslenme ve nefes alma. Mikroorganizmalar, kat1 veya sivi bir kalintidan olusan
organik maddeyi, biiylimeleri ve iiremeleri i¢in bir bolimiini kullanmaktadir. Geri
kalan1 nefes yoluyla oksitlenir, enerjisinden yararlanir ve metabolizmanin yan {irlinleri
seklindeki elementleri telafi ederler. Bu sayede atigin organik molekiillerinin bir pargasi
olan karbon, azot ve fosfor ve digerleri aralarinda karbondioksit, fosfat, nitrat gibi daha

basit bilesikler halinde ¢evreye (hava, su, toprak) geri verilmektedir (Ndibe et al. 2018).

12



Petroliin  dogal mikroorganizma popiilasyonlar1 tarafindan biyolojik olarak
pargalanmasi, kirletici maddelerin pargalanmasi ve c¢evreden uzaklastirilmasi igin
onemli bir arac1 temsil etmektedir. Bu durum, mikrobiyal adaptasyon kapasitesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, Kirleticileri topraktan ve sudan tercihen yerinde
cikarmak i¢in canlt mikroorganizmalarin kullanimima dayali teknoloji saglayan
biyoremediasyon ¢alismalarina ilgi artmaktadir. Hidayati et al. (2018), Fusarium sp'nin
deniz kosullarinda ham petroliin alisiklik fraksiyonlarinin bozunmasinda etkili oldugunu
gostermistir. Bu petrol bilesiklerinden bazilar1 kolayca buharlasir veya biyolojik olarak

pargalanirken, digerleri ise dogada uzun siire kalmaktadir.

2.5.1 Petrol biyobozunmasi

Yerli bakteri popiilasyonlari hidrokarbonlari par¢alama yetenegine sahiptir. Belirli
ortamlar, ham petrol ve tirevlerinin neden oldugu etkiyi hafifleten dogal
mekanizmalardan biridir. Petroliin dogaya yayilmasi insan kaynakli dokiilmeler ve
kazalar sayesinde olmaktadir. Giiniimiizde hala kiyilarda dokiilen petroliin kalintilart
goriilmektedir. Bir baska kontaminasyon kaynagi da petrolde bulunan dogal
yayilimlardir. Petrolde bulunan hidrokarbonlar baliklarda ve diger organizmalarda
Oliime neden olmakta, esas olarak balik¢ilik endiistrisinin faaliyetlerini ve ayrica kiy1 ve
karasal bolgelerin trofik zincirlerini etkilemesi nedeniyle ciddi ekolojik sorunlara yol

acmaktadir (Bharathi ve Purushothaman 2017).

Mikroorganizmalar tarafindan yagin tiiketimi, tek karbon ve enerji kaynagi olarak
gerceklestirilmektedir. Hidrokarbonlari tiiketmek igin s6z konusu metabolik kapasite,
biyoremediasyonun  tiiketim  oranini  desteklemek i¢in  farkli  yontemlerin
kullanilmasindan meydana gelmektedir. En ¢ok kullanilan yontemler arasinda
enzimlerin, besinlerin uygulanmasi, daha oOnce yag tiiketimine adapte edilmis
mikroorganizmalarin kullanilmasi, digerlerinin yani sira, sik kullanilan kimyasal
yontemler (0rn. dagiticilar olarak), biyoremediasyon siiregleri, diisiik maliyet, giivenli
kullanim ve gevresel etkinin olmamasi gibi birgok avantaj sunmaktadir (Parales et al.

2002).
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Ancak bu bilesikler propanol gibi deterjanlarla recete edildiginden, deniz
organizmalarinda yagin toksisitesini artirabilmektedir. Ayrica mikrobiyal topluluklar
tizerinde toksik etki yapabilmektedir. Mikroorganizmalar ve daha yiiksek
organizmalarin toksisitesi hakkinda fazla ¢alisma olmadigindan, kullanim1 ve petroliin
varliglr ile olusturulan olasi senaryolari dikkate alarak yan etkilere neden olup
olmayacagi hala uluslararasi bilim camiasinda tartisilmaktadir. Bunlarin haricinde,
petroliin bozunma islemi sirasinda ¢esitli bakteri tiirlerinin katildig1 ve farkli metabolik
slireglerinin %100'e varan tiikketim oranlarna ulasabildigi bilinmektedir (Ubani et al.
2013).

Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.'de oldugu gibi mikrobiyal tiirlerin ve cinslerin
bliylik degiskenligi, hidrokarbonlar i¢in bir afiniteye sahip farkli bakterilerin
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak, monoaromatik ve poliaromatik alkanlar
parcalayan Mycobacterium sp. tiirlerinin sintrofiye katilabildikleri gériilmistiir. Ayrica,
alkanlarin bozunmasi sirasinda anaerobik kosullar altinda, siilfatator indirgeyici ve

metanojenik bakterilerin katilim1 da gozlenmistir.

Diger o©nemli faktorlerin yan1 sira, petrol bozunmasi sirasinda mikrobiyal
popiilasyonlar, bolgedeki abiyotik faktorlerden (pH, sicaklik, tuzluluk, redoks-oksit,
digerleri arasinda) ve ayrica petroliin fizikokimyasal 6zelliklerinden (hafif veya agir)
etkilenebilmektedir (Ubani et al. 2013). Meksika Korfezi'ndeki petrol sizintisi sirasinda
kontaminasyon bulutu boyunca gerceklestirilen 1500 m derinlikte yapilan mikrobiyal
ekoloji calismalarinda kontamine alanlar ve etrafindakiler arasinda mikrobiyal
topluluklarda bir degisiklik oldugunu tespit edilmistir. Bu varyasyonlar esas olarak
oksijen ve petrol konsantrasyonundaki farkliliklar, mikrobiyal popiilasyonlar, petrol ve
diisiik oksijen konsantrasyonu nedeniyle tortulardaki tabakalasma ile sunuldugundan,
kirlilik bulutu boyunca bir konsantrasyon gradyant ve petroliin doniisiimi

gozlemlemistir (Mortazavi et al. 2013).

Florida, Campeche, Veracruz (Meksika) kiyilarinda ve Mississippi Nehri (ABD)
deltasinda yapilan ¢alismalarda, Meksika Korfezi'nde biiyiik bir mikrobiyal gesitlilik

bulunmustur, bu yerlerde Gammaprotobacteria, Marinobacter, Pseudomonas ve
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Acinetobacter olmak iizere 14 cinse dagilmis yaklasik 24 bakteri tiirii ile Alcanivorax
Marinobacter,  Thallassolituus,  Cycloclastikus ve  Oleispira  gibi  bazi
hidrokarbonoklastik bakteri tiirleri tespit edilmistir. Hidrokarbonoklastik bakteriler,
yalnizca petrolle beslenen, onu tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanan bir bakteri
grubudur. Kirlenmis bolgelerde bulunan tiirlerin %90'mi1 olusturduklari i¢in petroliin
biyolojik olarak par¢alanmasinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadirlar. Bu nedenle bu tip
bakterilerin petrolden rahatsiz olan alanlar1 degerlendirmek i¢in kullanildigi,
hidrokarbonoklast/heterotrofik bakteri orami1 (Hi/He) bir darbe indeksi olarak
hesaplanarak, bilesiklerin deniz akintilar1 tarafindan stiriiklenmeleri nedeniyle, bu
bakterilerin biiylimesini destekleyen belirli alanlarda yogunlastiklar1 batt Meksika
Karayipleri ayn1 sekilde hidrokarbonlardan etkilenen yerler de bulunmustur (Olson et
al. 2017).

2.5.2 Hidrokarbonlarin Aktinobakteriler Tarafindan Biyodegradasyonu

Bakteriler petroliin bozunmasinda en aktif ajanlardir ve petrol ¢evreye dokiildiigiinde ilk
bozunanlardir. Birka¢ bakterinin, mantarlara ek olarak hidrokarbonlar1 ne kadar hizli
bozduklar1 konusunda benzersiz oldugu bilinmektedir. Halihazirda, bakteri, filamentli
mantar ve mayalarin petrol hidrokarbonlarinin biyolojik bozunmasina ne o6lciide
katildig1, yerel cevresel kosullar ve ekosistem ile ilgili olarak smirli bir ¢alismaya
sahiptir. Gegen yiizyildan beri aktinobakteriler, petrol hidrokarbonlarini par¢alama
yetenegine sahip mikroorganizmalar olarak belirtilmistir. Toprakta yasayan
mikroorganizmalarin sikloheksan1 oksitleyebildigini ve bu oksidasyon mekanizmasinin
birlikte oksidasyonu igerdigini gosteren kanitlar bulunmaktadir. Aktinobakteriler,
aromatik alisiklikler gibi hidrokarbonlar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak,
kirletici organik bilesikleri ¢ok az veya hi¢ toksisitesi olmayan maddelere biyolojik

olarak parcalayan mikroorganizmalardir (Hasan ve Perot 2021).

2.5.3 N-alkanlarin bozulmasi

Korfez savasinda petrolle kirlenmis alanlardaki topraklardan izole edilen Pseudomonas,

Bacillus, Arthrobacter ve Rodococcus gibi bazi bakteriler, n-alkanlarin C12'den C17'ye
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kadar karbon ve enerji kaynagi olarak kullaniminda etkili oldugunu ve bunlardan
Rodococcus'u Bacillus ve Arthrobacter lerin en baskini oldugunu belirtmistir.
Mikrobiyotanin etkisiyle yagin bilesiminde meydana gelen degisiklikler, alkan zincirini
kullanan farkli cinsler arasindaki farkli potansiyel ile anlasilmaktadir. Bu
mikroorganizmalara Ornek olarak Rhodococcus, Streptomyces ve Pseudomonas
verilebilmektedir. Actinobacteria, Thermomonospora fusca ara maddeler yoluyla
alifatik bilesiklerin bozunma islemlerinde incelenmistir (Okpokwasili ve Amanchukwu
1988).

Rodococcus, Nocardia ve Gordonia, aromatik bilesiklerin B-oksidasyonu yoluyla
hidrokarbon kullanim profilinde benzer 6zellikler gostermistir. Bu mikroorganizmalar,
farkl karmasiklik ve islevlere sahip cok cesitli lipidler iiretmek icin yapilarinda bir alkil
yan zinciri olan hidrokarbonlari kullanmaktadir. Aktinobakterilerin dogada siklikla
meydana gelen kosullar altinda doniisme yetenegi, bu mikroorganizmalar1 kontamine
ortamlarda biyoremediasyon faaliyetleri icin potansiyel adaylar haline getirmistir.
Irak'taki petrol faaliyeti tlilkenin KRI Boélgesinde, Miran West, Kurdamir ve Sarqala
olmak ftizere ii¢ bolgede yogunlagmistir. 50 yili agkin siiredir devam eden bu petrol
endiistrisi, genis bir altyap1 yelpazesine sahiptir; digerlerinin yani sira, ayirma
bataryalari, sondaj kuyulari, rafineriler, depolama tesisleri, pompalama tesisleri ve 2.500
kilometreden fazla boru hatti bu bolgede bulunmaktadir. Tiim bu tesisler kirilma riski
tasir, bu nedenle hidrokarbon malzemesinin dokiilmesine ve ardindan topragin
kirlenmesine neden olmaktadir. Bu topraklar, Kirleticiyi miimkiin oldugunca ortadan
kaldirarak geri kazanilmasi1 gereken ve hidrokarbonlardan etkilenen alanlar olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Toma 2011).

Bu amagla, giiniimiizde bu tiir kirlenmis topraklarin geri kazanilmasi i¢in verimli,
ekonomik ve ekolojik bir ¢evre yonetimine sahip olmak esastir. Bu nedenle, petrol
faaliyetinden rahatsiz olan ekosistemleri kurtarmak i¢in temiz ve dogal teknolojilerin
uygulanmasi gerekmektedir. Mikroorganizmalarin kullanimi yoluyla biyoremediasyon,
digerlerinin yan1 sira, kirlenmis topraklarin geri kazanilmasi i¢in kullanilabilecek bir

alternatif olarak diistiniilebilir (Bapeer et al. 2020).
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Bakteriyel biyoremediasyon, kirletici maddelerin par¢alanmasi veya ¢evre dostu
maddelere doniistiiriilmesi amaciyla ¢evrede mevcut olan mikroorganizmalardan
yararlanmaktadir. Bu durum, hidrokarbonlar s6z konusu oldugunda karbondioksit, su ve

biyokiitlenin mikrobiyal olusumu anlamina gelmektedir.

Irak'in Kiirdistan bdlgesinin ham petrol sizintilart ile kaplanmis topraklar1 benzersiz
ozelliklere sahiptir. Bu nedenle burada uygulanacak olan teknolojik ¢oziimlerin alanda
goriilen step bolgesi kosullarina ve oOzelliklerine uygun olmast gerekmektedir. Bu
durum, gelecekte ham petrolle kirlenmis topraklar i¢in biyoremediasyon sistemlerinde
kullanilabilecek olan dogal mikroorganizmalara sahip olmanin 6nemini bir kez daha

ortaya koymaktadir.

2.6 Kirlenmis ortamlarin biyoremediasyonu

Kirlenmis ortamlarin biyolojik olarak iyilestirilmesi, genellikle canlilar i¢in tehlikeli
olan maddeleri biyolojik olarak parcalamak ve bunlar1 karbondioksit, su ve biyokiitle
gibi ¢cok az veya hig toksisitesi olmayan {iirtinlere doniistiirmek i¢in mikrobiyal tiirlerin
kullanilmasindan olugmaktadir. Organik bilesiklerin ¢ogu dogal olarak bozunmasina
ragmen, bazi bilesikler, 6zellikle bazi makromolekiiller ¢evrede kalicidir. Bu kaliciliga
katkida bulunan faktorler hala tartigilmaktadir, ancak polimerik molekiiliin veya yapinin
¢ozinlrligiint, boyutunu, toksisitesini ve kokeni Oonemli konular olarak karsimiza

cikmaktadir (Fathepure 2014).

Farkli mikroorganizmalar, farkli maddeleri bozar ve bazilar1 son derece olumsuz
kosullarda hayatta kalabilmektedir. Bu kontamine ortamlarin biyolojik aritimi igin
besinler ve oksijenin verilmesi yoluyla dogal mikroorganizmalarin uyarilmasiyla ya da
diger mikroorganizmalarin asilanmasi yoluyla olabilmektedir. Kirlenmis gevredeki
organik bilesiklerin ¢esitliligi nedeniyle, biyoremediasyon calismalar1 giderek daha
Oonemli hale gelme biyoremediasyonun ekosistemlerin tedavisi i¢in son derece dnemli
oldugu kanitllamaktadir. Biyoremediasyon teknikleri, Kirletici maddeleri besin olarak
kullanarak mikroorganizmalar1 uyarmay1 amaglar. Biyoremediasyon, farkli asamalardan

olusan ve bircok mikroorganizma tirli tarafindan enzimatik reaksiyonlarla
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tamamlanabilen bir siiregtir. Metabolik ve bozunma yollari, bakteri soyuna ve ilgili
spesifik enzimlere bagli olarak farklilik gostermektedir. Etkili bir biyolojik aritma elde
etmek i¢cin normalde mikrobiyal havuzlar kullanilmaktadir. Biyoremediasyon igin farkli
stratejiler, mikrobiyal popiilasyonu artirmay1 ve gelisimi i¢in uygun cevresel kosullar

yaratmay1 amaglamaktadir (Baniasadi ve Mousavi 2018).

Almacak en uygun Onlem, aralarinda mevcut mikroorganizmalarin tiirleri ve kontamine
ortamin yerel kosullart gibi cesitli faktorlere baglidir. Belirli bir biyoremediasyon
teknigini se¢mek icin tanimlanmis kriterler yoktur, kontaminasyon problemlerinin
karmasiklig1 birka¢ teknigin kombinasyonunu gerektirebilir. Cizelge 2.1'de kontamine
alanlarin geri kazanilmasi i¢in en iyi teknolojinin se¢ilmesinde dnemli olan kimyasal ve
biyolojik faktorler gosterilmektedir. Mikroorganizmalar; besin ve enerji elde ettikleri,
biiytidiikce tiikettikleri, biyokiitleye, karbondioksit ve su gibi bilesiklere doniistiirdiikleri
kirleticinin kendisini bir besin kaynagi olarak kullanabilmektedir. Genel olarak, dogal
mikroorganizmalar ¢evreye daha fazla adapte olacagindan ve prensipte digerlerinden
daha etkili olacagindan, eksojen mikroorganizmalar kullanmak yerine mevcut
mikroorganizmalarin metabolik aktivitesinin arttirilmasi tercih edilmektedir. Ancak
ortam steril ise veya mikrobiyal popiilasyon mevcut kirleticileri bozmuyorsa, eksojen
mikroorganizmalarin  kullanimi1  biyoremediasyonda pozitif bir alternatif olarak

diistiniilmektedir (Rajasekar 2017).

Cizelge 2.1 Tedavi se¢iminde baskin faktorler

Uygun kimyasal ve biyolojik Elverisli olmayan kimyasal ve biyolojik
faktorler faktorler
Az miktarda kirletici. Biiytik miktarda kirletici ve / veya organik bilesiklerin
kompleks karigimi
Uygun mikroorganizma miktari Olumsuz mikroorganizma miktari
Toksik olmayan konsantrasyonlar Toksik konsantrasyonlar
Karmasgik mikrobiyal popiilasyon Kiigiik mikrobiyal aktivite.
pH 6 ile 8 asir1 pH
Daha diisiik toksisite derecesi (yliksek Yiiksek toksik konsantrasyon (diisiik gegirgenlik)
gecirgenlik)
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Islem aerobik kosullar altinda gergeklesirse, mikroorganizmanin biyokimyasal
reaksiyonlarinda oksijen, evrensel bir hidrojen reseptorii gorevi gormektedir. Ote
yandan, anaerobik kosullar altinda, birka¢ madde hidrojen reseptorii haline geldiginden
bu siire¢ daha karmasik hale gelebilir. Bu sekilde, aymi bilesik, bulunan cevresel
kosullara bagli olarak reseptor veya hidrojen dondrii olarak hareket edebilir. Oksijen ve
diger besin elementlerinin varlifinda mikroorganizmalar c¢ogu organik kirleticiyi
karbondioksit, su ve mikrobiyal hiicre kiitlesine doniistiirebilmektedir (Rylott et al.
2011).

Anaerobik siirecte, yani oksijenin yoklugunda, karbon tamamen metabolize olmaz ve
kendisini ara formda sunar. Bu durumda metan ve az miktarda karbondioksit tiretilir.
Indirgeme kosullar1 altinda siilfat, nitrat, siilfiirik gaz ve merkaptanin indirgenmesi
yoluyla siilfiir veya kiikiirt ve molekiiler nitrojene doniistiiriiliir. Dogal gaz olusumunda
bulunan bilesik metan, Merkaptanlar, RSH genel formiiliiniin organik bilesikleridir.
Burada R bir organik radikaldir; S bir kiikiirt atomudur ve H bir hidrojen atomudur.
Merkaptanlar, anaerobik bakterilerin kiikiirt igeren proteinler iizerindeki etkisiyle
tretilir, bu siire¢ dogal olarak gerceklesir ve koku olusmasmin sebebidir. Bazen
kirleticiler, orijinal kirleticiden daha az, esit veya daha tehlikeli olabilen ara iiriinlere

veya son iriinlere indirgenebilmektedir (Rylott et al. 2011).

Anaerobik organizmalar i¢in substratlar, aerobik organizmalar i¢in olanlardan daha
kisithidir. Bu substratlarin tam oksidasyonu, aralarinda fermenterler, indirgeyici
nitratlar, indirgeyici siilfatlar ve metanojenik olan ¢esitli mikroorganizmalarin
aktivitelerinin bir dizi adimi ve kombinasyonu ile saglanmaaktadir. OKsijenin
bulunmadigir kosullar altinda, organik maddenin biiylik bir boliimiiniin bozunmasi
metanojenez yoluyla gergeklesebilir. Ortamdaki anaerobik siire¢, iki asamada
gerceklesir; bunlardan ilki, asit olusturan bakteriler adi altinda gruplanan heterojen
anaerobik bakterilerin gesitliligini etkiler. Ikinci asamada, proteinleri polipeptidlere ve
daha sonra basit amino asitlere, karbonhidratlar1 sekerlere ve yaglar1 gliserole
dontistiiren bakterilerin etkisiyle enzimatik hidroliz islemi gerceklesir. Enzimatik
hidroliz ile olusan amino asitler, sekerler ve gliserol suda ¢oziiniir ve Sekil 2.3'te

gosterildigi gibi fermantasyon islemiyle organik asitlere donistiiriiliir. Bu sekilde
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metanojenik bakteriler bu organik asitleri karbondioksit ve metana doniistiirmek i¢in
kullanirlar. Karbonhidratlarin fermentasyonundan elde edilen bazi alkoller, metanojenik

bakteriler vasitasiyla metan ve karbondioksite doniistiiriilebilir (Adams et al. 2015).
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Genel olarak, ilk agsamada karbon dioksit, organik asitlerden tiiretilen hidrojen eklenerek
metan'a indirgenen bir hidrojen reseptdrii gorevi goriir. Ikinci asamada fermantasyon ile
iiretilen ana ara iriin olan asetik asit, karbondioksit ve metan gazina donistiiriliir.
Bozulacak kirletici, mikroorganizmalar tarafindan birlikte metabolize edilebilir, bu da
onun ana besin kaynagi olmadigi, ancak ana gida kaynagi ile birlikte tiiketildigi
anlamina gelir. Bu durumlarda, kolayca bozunan ve bdylece biiylimelerini tesvik eden

bilesiklerin saglanmasi yaygindir (Lawniczak et al. 2020).
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Biyoremediasyonun mikrobiyal kinetik yoluyla kontamine bdlgelerin temizlenmesi igin
bir silire¢ olarak kullanilmasi o kadar dinamiktir ki, bazi bakteriler tarafindan salinan
triinler, daha basit bilesikler olmak {zere digerleri i¢in gida olabilir.
Biyoremediasyonun amaci, yalnizca karbondioksit, su ve molekiiler biyokiitle gibi inert
maddeleri  serbest birakarak kirleticileri en aza indirmektir.  Kirleticilerin
konsantrasyonunu ve/veya toksisitesini azaltmak i¢in biyoremediasyon tekniginin
kullanilmast umut verici olabilir. Bunlar, ¢ok sayida prosediirii igerebilen in situ
(yerinde) ve ex situ (tesis dis1) tedavilerdeki varyasyonlari icermektedir. Toprakta in situ
biyoremediasyon teknigi, cevreyi kazmadan aritmaya izin verir ve kirlenmis materyalin
taginmastyla ilgili sorunlar1 6nler, boylece maliyetleri diisiiriir. Bu tiir bir islemde proses
kontrolii, ex situ islemden daha zor olabilir ve nihai iiriiniin kalitesini garanti etmenin

zorluguna ek olarak daha yavas bir islemle sonuglanabilmektedir (Xue et al. 2015).

Ex situ bioremediation teknigi, in situ ile karsilagtirildiginda aritma siiresinde daha hizli
olma avantajina sahiptir. Bu durum, kontamine materyalin baska bir alana ¢ikarilmasini,
aritma maliyetlerinin artmasini ve aritilacak atiga bagh olarak kaza riskini icermektedir.
Ex situ biyoremediasyonun uygulanmasi, kirlenmis alanin hidrojeolojisinin getirdigi
zorluklar1 ortadan kaldirir. Genel olarak, sahanin hidrojeolojisinin su ve besinlerin
ve/veya oksijenin alt katmandan tasinmasina izin verdigi ve kirleticilerin tutulmasini
sagladigi yerlerde yerinde biyobozunma uygulanmaktadir. Biyolojik olarak
par¢alanamayan organik bilesikler olmasina ragmen, farkli kirlenmis ekosistemleri
tyilestirmek icin  biyoremediasyon teknikleri basariyla kullanilmustir.
Mikroorganizmalarin  kirleticileri parcalama hizi, bu kirleticilerin  varligr  ve
konsantrasyonundan, oksijen ve besin kaynagindan, nem ve sicakliktan etkilenmektedir.
Bu genellikle oksijen, besin maddeleri ve nemin yan1 sira sicaklik ve pH kontroliiniin

birlestirilmesine ihtiya¢ oldugu anlamina gelmektedir (Brassington et al. 2010).

Biyoremediasyon inorganik kirleticileri bozamaz, ancak bu bilesiklerin degerlik
durumunu degistirmek ve mikro veya makro organizmalarda absorpsiyon, hareketsiz
hale getirmek, c¢okeltmek, uzaklastirmak, biriktirmek ve konsantre etmek icin

kullanilabilir.
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2.6.1 Biyolojik Artis

Mikroorganizmalarin organik bilesikleri par¢calama yetenegi ve par¢alanmanin meydana
gelme hizi, yukarida bahsedilen ¢ok sayida faktoriin etkilesimine baglidir.
Biyobozunma oranmi arttirmanin iki yontemi vardir (Ikhimiukor ve Nneji 2013).
Birincisi, yerli niifusun uyarilmasi (biyostimiilasyon). Biyostimiilasyon, besinlerin
ve/veya oksijen (substratlarin oksijen enzimleri tarafindan oksidasyonunu igeren aerobik
bir silire¢) veya nitrat gibi nihai elektron alicilarinin eklenmesi yoluyla yerli mikrobiyal
popiilasyonun aktivitesinin arttirilmasindan olusur. Ikincisi, secilen mikroorganizmanin

eklenmesidir (biyo-biiyiitme).

Biyo-artis, kontamine ortamin, ayni ortamdan dogrudan izole edilmis dogal
mikroorganizmalarla yeniden asilanmasi, spesifik biyolojik aktivitenin arttirilmasi ve
sonug¢ olarak g¢evrenin biyoremediasyon hizindan olusmaktadir (Singh ve Borthakur
2018).

Kirlenmis bolgeye madde ve besinlerin eklenmesi, fiziksel 6zelliklerini biyolojik olarak
lyilestirmeye daha elverisli hale getirir. Diisiik gecirgenlige sahip ortamin
havalandirilmas1 daha zordur ve genellikle aglomeralar olusturarak nemi, havay1
dagitmay1, besin eklemeyi (biyostimiilasyon) ve mikroorganizmalar1 (biyo-arttirmayi)
zorlastirirlar. Bu sekilde, yogunlugunu azaltmak, gozenekliligi artirmak ve daha fazla
oksijen diflizyonu saglamak i¢in ortama diisiik yogunluklu malzemeler eklenir. Bu
elementler, sivi bir ara¢c (su) vasitasiyla kirlenmis topraga eklenir ve mevcut
mikrobiyotanin ihtiyacina gore aerobik ve/veya anaerobik sistemlerin kullanilmasina

olanak saglar (Singh et al. 2011).
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Biyo-biiyiitme, tim bozunma durumlarinda kullanilacak bir ara¢ degildir, genellikle,
hidrokarbonlarla kontaminasyondan sonra kirleticinin yerel mikrobiyota i¢in toksik
oldugu zaman yavas yavas ayrisan bilesikleri tedavi etmek i¢in kullanilir. Teknigin
uygulanmasiin basarili olmasi i¢in kullanilan mikroorganizmanin izole edilmesi,
karakterize edilmesi ve ¢evreye birakildiktan sonra hayatta kalmasimin dogrulanmasi

gerekmektedir (Chang 2008).

2.6.2 Biyo Havalandirma

Biyoventilasyon, toprak mikrobiyal aktiviteye sahip oldugu siirece, oksijen temini
yoluyla toprakta aerobik olarak bozunabilen herhangi bir bilesigin yerinde dogal
biyobozunmasini uyaran bir teknolojidir. Biyoventilasyon tekniginde, mikrobiyal
poplilasyonu  desteklemek icin  oksijen diisik akista saglanir.  Oksijen,
mikroorganizmalarin biiylime ve bozunma aktivitesini uyararak kirlenmis toprak ve
yeralti suyunun artitk kontaminasyonuna hava enjeksiyonu yoluyla saglanir (Abdel-

Shafy and Mansor 2018).

2.6.3 Fitoremediasyon

Fitoremediasyon, toprakta ve tortularda bulunan organik ve inorganik Kirleticileri
uzaklastirmak, transfer etmek, stabilize etmek ve yok etmek igin bazi bitki tiirlerinin
kullanimina dayanan su anda ¢ok umut verici bir biyolojik tekniktir. Bir sinirlama, imha
veya ¢esitli kirletici tiirlerin ekstraksiyon yontemi olarak uygulanabilir. Bitki ortiisii
altindaki ortamlar, ekilmeyen alanlara kiyasla daha hizli ve tam bir biyolojik
parcalanabilirlik sunar. Bazi bitkiler, organik kirleticileri metabolik olarak doniistiiren
ve boylece toprakta bulunan mikroorganizmalar tarafindan daha hizli oksidasyona

katkida bulunan enzimler iiretme yetenegine sahiptir (Kamal 2016).

Fitoremediasyonda yer alan mekanizmalar sunlari igerir:
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Fito-birikim: Bitki kokleri tarafindan kirleticilerin uzaklastirilmasi ve kirleticilerin

cimlenmis yapraklar i¢inde yer degistirmesi / birikmesi.

Fito-bozunma: Bitki dokular1 ic¢indeki Kkirleticilerin metabolizmasidir. Bitkiler,
dehalojenazlar ve oksijenazlar gibi bozunmayi katalize etmeye yardimci olan enzimlere

sahiptir.

Fito-uyarilma: Bitkilerin kdk ve toprak ara yiizeyindeki kirleticileri hareketsiz hale
getirmek i¢in kimyasal bir bilesik iiretme olgusudur. Bu teknigin temel dezavantajlari,
mevsimsel Ozellikleri ve hayvanlarda biyolojik birikime neden olma olasiligidir

(Mackertich and Samarrai 2015).

2.6.4 Arazi ciftciligi

Arazi ¢iftciligi, biyolojik bozunma ile ortadan kaldirilan organik bilesiklerle kirlenmis
topraklarin biyolojik olarak iyilestirilmesi i¢in uygulanan bir tekniktir. Bu teknoloji,
kirleticinin siv1 veya kat1 haldeki topragin ekilebilir tabakasina uygulanmasindan olusur.
Kalinti, bir alanm yiizeyine uygulanir ve besinlerin eklenmesi yoluyla mikrobiyal
aktivitenin uyarilmasimi tesvik eden ince ylizeyler olusturmak i¢in saban ve/veya
tirmikla donatilmig traktorler mineraller veya her ikisinin karigimi gibi geleneksel
ekipman vasitasiyla toprakla karigtirilir. Kirlenme derinligi 90 cm'den az ise topragi

kazmadan biyolojik aktiviteyi uyarmak miimkiindiir (Siimer ve Joseph 2019).

Toprak Cifteiligi teknigi, basitligi ve diisiik maliyeti nedeniyle petrol endiistrisinden
gelen kat1 atiklarin aritilmasinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Su ortamlarinda, bu
teknik, mevcut kirleticilerin bozunmasini ve hareketsizlestirilmesini tesvik etmek igin
kontrollii kosullar altinda topraga dahil edilerek gergeklesir. Kirletici maddenin
homojen bir sekilde karismasini saglamak i¢in toprak siiriiliir ve tirmiklanir. Bu katman,
atigm birlesme derinligine bagli olarak 18 ing'e ulasabilir. Topragin pullukla

puskiirtiilmesi, kirletici maddelerle topragin riizgarla yayilmasini kolaylastirir. Bunun
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Oniline gecilebilmesi i¢in topragin nemli tutulmasi gerekir (Naman ve Al-Ghalami

2013).

2.6.5 Biyopiller

Biyo y1ginlarla aritma, topragin kazildig ve diizeltilmis toprakla karistirildig ve tedavi
icin bir alana yerlestirildigi biiyiik Olgekli bir islemdir. Biyolojik yigmlar -
havalandirmay1 tesvik etme yolunda farklilik gosteren arazi giftciligi teknigiyle ayni
amag i¢in kullanilir. Aritma genellikle, kirleticinin yeralt1 suyuna ve topraga sizmasini
azaltarak kirlenme riskini en aza indirmek icin gegirimsiz astarl kapali veya kapali bir
alanda gerceklestirilir. Drenaj, geri doniistiiriilmeden 6nce bir biyoreaktorde islenebilir.
Toprak hiicreleri ve hiicreleri normalde, havanin topraktan gectigi bir vakum veya
pozitif basingli hava dagitim sistemine sahiptir. Toprak yiginlarinin yiiksekligi 3

metreyi gegmemelidir (Gutiérrez ve Zavala 2001).

Bu yontem, havalandirma, besin ilavesi ve nem diizeltme yoluyla kirletici bozunma
siirecini hizlandirarak aerobik mikrobiyal aktiviteyi simiile etmeyi amaclar. Yerinde
teknikle ilgili olarak bu teknolojinin kullanimi, pH, sicaklik, besin konsantrasyonu, nem
ve havalandirma gibi kirleticinin biyolojik bozunmasini etkileyen g¢evresel faktorleri

kolayca manipiile etme avantajina sahiptir.

2.6.6 Kompostlama

Kompostlama teknigi, organik kirleticinin stabilizasyonunu (nemifikasyon olarak da
bilinir) kaliteli bir sekilde hizlandirmak amaciyla gelistirilmis ex situ bir prosediirdiir.
Dogada nemlendirme, ¢evresel kosullara ve organik atiklarin kalitesine bagli olarak

belirli bir siire olmadan gergeklesir (Ramos Alvarez 2020).

Kompostlama, atik islemenin ekonomik, hijyenik ve ekolojik bir yoludur. Bir
kompostlama sisteminin miimkiin olabilmesi i¢in temel gereksinimlerden biri, tarimda

kullanilmasidir. Proses, kontamine alanlarin biyolojik olarak bozunmasi yoluyla farkli
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tiirdeki organik maddeleri doniistiirmek icin kullanilabilir ve bunlar1 ¢ok az veya hig
toksisitesi olmayan yan iiriinlere doniistiiriir. Toprak kazilir ve dispersiyon maddeleri ve
odun talag1 veya sebze artiklar1 gibi organik katki maddeleri ile karistirilir. Karigimi
sabit oksijen konsantrasyonu, pH ve sicaklik kosullar1 altinda tutarak maksimum
bozunma verimliligi elde edilebilir. Bu islem, biyolojik olarak pargalanabilen organik
bilesikler igeren topraklara veya tortulara uygulanabilir. Bu aritma ile ilgili maliyetler,

topragin hacmine ve aritilacak kirleticilerin tiirtine gore degisir (Martinez ve Lopez

2001).

2.7 Petroliin zemine etkisi

Organik bilesikler, hem fiziksel etkilesimler yoluyla hem de Van der Waals kuvvetleri,
hidrojen baglari, anyon degisimi, katyon degisimi ve fiziksel engelleme gibi kimyasal
baglar olusturarak edafik pargaciklarla etkilesime girebilir. Absorpsiyon etkilesiminde
yer alan aktif yiizeyler, kil mineralleri, topraklarin organik fraksiyonu, tortular, demir ve
aliminyum oksitler olabilir. Bu sekilde, negatif yiikli malzeme killer tarafindan

reddedilebilir, ancak topragin pozitif yiiklii organik maddesi tarafindan reddedilebilir.

Pargacik boyutu da absorpsiyon iizerinde bir etkiye sahiptir. Farkli tane boyutlarina
sahip zeminlerin farkli absorbsiyona sahip olmasi, daha kiigiik tanelerin daha biiyiik bir
yiizey alanina sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Baska bir agiklama, farkli pargacik
boyutlarinin farkl 6zelliklere sahip farkli minerallere karsilik gelmesi olabilir. Gutiérrez
ve Zavala (2001) gore killer, hidrokarbonlarin toprakta emilmesine ve birikmesine izin
veren kumlardan daha aktif yiizeylere sahiptir. Kumlu topraklar, verimli drenaj ve az
sayida aktif yiizey, en yiizeysel toprak profillerinde hidrokarbonlarin birikmesini
Onleyen ve hidrokarbonun derinlikte negatif hareketini kolaylastiran kosullar sunar.
Sicaklik, absorpsiyona etki eden bir diger 6nemli parametredir. Cogu bilesik i¢in, artan

sicaklikla absorpsiyon azalir.
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Carlson (1998) icin zaman faktorii, absorpsiyon etkilesimi i¢in de dnemlidir. Bilesigin
zeminde birikmesinden bu yana gecen siire ne kadar uzun olursa, hidrokarbonun edafik
partikiiller ile gii¢lii bir sekilde absorpsiyonunun bir sonucu olarak biyoremediasyon
islemi o kadar zor ve uzun siirer. Hidrokarbon malzemenin kimyasal karakteri,
konfigiirasyonu, sudaki ¢oziiniirliigii, yiik dagilimi, molekiiler boyutu ve polarizasyonu
gibi 6zellikleri de absorpsiyon derecesini ve oranini etkiler. Bu nedenle, tiim topraklarin
dogal hallerinde tanimlanmis Ozelliklere sahip olduklar1 ve Kkirleticinin tiirline ve
konsantrasyonuna bagli olarak degistikleri g6z Oniine alindiginda, hidrokarbon

maddesinin toprak tizerindeki etkisinin bilinmesi gerekir.

Martinez ve Loépez (2001), hidrokarbonlarin killi bir topragin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri lizerindeki etkileri lizerine yaptig1 bir calismada, bu topraklarda dokusal sinif,
gozeneklilik ve goriinlir yogunlukta degisiklikler olup olmadigini ve ayrica pH'daki
elektriksel iletkenlik degisimleri analiz etmistir. Benzer sekilde Hasan ve Perot (2021),
KRI'de ham petrol ile etkilenmis killi bir topragin o6zelliklerindeki varyasyonu
belirlemistir. Incelenen parametreler topraktaki yogunluk, pH, toplam azot, mevcut
fosfor, organik karbon ve yag icerigiydi, bu son iki parametre hidrokarbonlar tarafindan

toprak kirliliginin gostergesiydi.

Okpokwasili ve Amanchukwu (1988) tarafindan alintilanan Walker ve Colwell (1977),
mikrobiyolojik bir bakis acisiyla, kirleticiden etkilenmeyen bir topraga (kontrol topragi)
kiyasla hidrokarbondan etkilenen bir topragin bakteri popiilasyonunu nasil degistirdigini
gozlemledi. Bununla birlikte, belirli mikroorganizmalarin aktivite seviyesi kirlilikten

etkilenmedi.

Bu nedenle, hidrokarbonlar tarafindan topraklarin kirlenmesi, mikroorganizmalar
tizerinde belirgin bir toksisite etkisine ve fitotoksik etkilerden dolay1 bitki Ortiistiniin
6liimiine neden olabilir. Irak'ta, bu durum 6zellikle Patagonya'da daha da kotiilesebilir,
clinkii son derece kirilgan bir ekosistemdir ve ayrica bitki biiylimesini dogal olarak
sinirlayan asir1 iklim kosullari sunar. Buna gore, ham petroliin dokiilmesinden veya

hapsedilmesinden etkilenen topraklar icin herhangi bir iyilestirme sisteminin
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planlanmas1 i¢in kirleticinin topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 06zellikleri

uzerindeki etkisinin bilinmesi esastir.

2.8 Irak Kiirdistan Bolgesi'nin edafik ozellikleri

KRI i¢in olusturulan toprak gruplari, Amerikan siniflandirmasindaki biiyiik toprak
gruplaria karsilik gelir ve bunlar sunlart igerir: kestane topraklari, kir topraklar: (pH"
6'dan biiylik olan cayirlar, pH'1 5.7 ile 5,9 arasinda olan ¢ayirlar ve pH degeri 5,7'den
diisiik), podsole kahverengi topraklar, podsole topraklar, alpin ¢ayirlar ve tuzlu olmayan

cayirlar.

Kiirdistan Bolgesi'ne tekabiil eden topraklar kestane topraklart olarak siniflandirilir. Bu
bolgedeki genis toprak gruplarinin ¢aligmasina gore, bu topraklarin bolgede 118.000
hektarlik bir alan1 kapladigi, bu topraklarin alanin bati1 kismini isgal ederek dagildigt ve
esas olarak genis capli koyun somiiriisii i¢in kullanildig1 belirtilmektedir. Onlar1 siyah
cayir topraklarindan ayiran koyu kahverengi bir yiizey tabakasina sahip topraklara
karsilik gelirler. Bunlar ayn1 zamanda agirlikli olarak kum, ince ve diiz topografyaya

sahip, tagskinlara maruz kalmayan bir doku sunan topraklardir.

Kiirdistan Bolgesi'nde bulunan diger toprak grubu ise ¢ayir topragi olarak
siniflandirilmaktadir. Bu topraklar en genis bolgesel yiizeyi kaplar ve kestane topraklari
arasinda yer alir. United Nations (1958) gore, kir topraklart 90.000 hektarlik bir yiizey
alanii kaplar ve hem kita sektoriinde hem de Dokan Go6lii bolgesinde dagilir ve kestane
topraklarla birlikte dogu ovalarinin fizyografik bolgesinin biiyiik bir bolimiini isgal
eder. Dokusal olarak kil agirliklidirlar, topografik olarak kestane topraklari ile ayn
Ozellikleri gosterirler, ancak yilin belirli zamanlarinda sel sorunu yasayabilen verimli
ovalarin ve kestane agaci olarak siniflandirilan topraklar gibi verimli ovalarin dahil

edilmesini diglamazlar ve agirlikli olarak genis koyun yetistiriciligi i¢in kullanilir.

2.9 Incelenen topraklarin asitligi ve tuzlulugu
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Alanda bulunan hem kestane topraklart hem de cogu cayir topragi, diisik bir
aliminyum konsantrasyonuna ek olarak 5,5'in lizerinde pH degerlerine sahiptir. Cizelge
2.2'te gosterildigi gibi, kestane topragi ve cayir topragi gruplart i¢in pH (1:2,5)

cinsinden frekans dagilimini (incelenen toplam topraklarin) géstermektedir.

Cizelge 2.2 pH'in suya gore yiizde olarak frekans dagilimi (1: 2.5)

Zemin Gruplamasi Yiizde olarak frekans dagilimi1 (%)
pH
<5 5-5,5 5,6-6,0 > 6,0

Kestane 0 3 37 61
Cayirlar

pH > 6,0 0 0 15 84
pH 5,7 t05,9 0 0 99 0
pH <5,7 4 56 42 0

Incelenen iki toprak grubu icin tuz birikimi, deniz suyu igeren eski kuru lagiinlerle ve
genel olarak buzul kabartmasindan tiiretilen c¢okiintiilerde gegici veya yar1 kalict su
birikimi olan cayirlarla baglantilidir. Bu tuz birikimi, ister yiiksek ister diigiik yagish

olsun, hem kabartma hem de toprak substrati ile yakindan iliskilidir.

2.10 Bakteriler

Bakteriler, cok heterojen bir organizma grubu olusturan ve toprakta diger
mikroorganizma gruplar1 {izerinde baskin olan prokaryotik mikroorganizmalardir.
Alexander (1961) gore toprakta bulunan toplam bakteri sayisinin belirlenmesi ¢ok
giiclesir ve bunlarin sadece bazi popiilasyonlarini belirlemek miimkiindiir. Topraktaki
bakteriler, enerjilerini liretmek ve cogalmak i¢in besin maddelerine ihtiyag duymanin
yani sira, yasamak icin kimyasal ve fiziksel olarak uygun bir ortama ihtiya¢ duyarlar.
Sicaklik, pH, kismi oksijen basinct ve ozmotik basing, bakterinin hayatta kalmasi i¢in
gereklidir. Yukaridakilere gore, toprakta bulunan ve ozellikleriyle yakin iligki i¢inde
olan iki bliyiik bakteri popililasyonundan séz edilebilir: topragin gercek sakinleri olan

otokton bakteriler ve yerli olmayan bakteriler.

Otokton veya yerli popiilasyonlar diren¢ durumlarinda ortaya ¢ikabilir ve toprakta uzun

stireler boyunca varligini siirdiirebilir. Bu mikroorganizmalar belirli bir habitat i¢in
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dogaldir; icinde belirli bir ekosistemin mikrobiyal popiilasyonlar: i¢in mevcut gevresel
nigleri isgal ederek hayatta kalabilir, biiyiiyebilir ve metabolik aktivitelerini
gerceklestirebilirler. Bu organizmalar genellikle fiziksel ve kimyasal cevreleriyle
fizyolojik olarak uyumlu olmalarini saglayan uyarlanabilir 6zellikler sunar. Ote yandan,
yerli olmayan popiilasyonlar bir habitatin gegici iiyeleridir ve ekosistemin islevsel
niglerini iggal etmezler. Genel bir kural olarak, bu mikroorganizmalar bagka yerlerde
cogalmis ve kendilerine yabanci olan ve zaman ig¢indeki degiskenliklerini dislamayan
bir ekosisteme taginmislardir; bazilar1 24 saatten daha kisa siirede yok olabilir, bazilar

ise yeni ortamlarina uyum saglayabilir ve uzun siire orada kalabilir.

Bakteri grubu iginde kok, basil ve spirilli seklinde spor olusturanlar ve spor
olusturmayanlar bulunur. Bunlar toprakta biiylikliik, sekil, oksijen gereksinimleri
(aerobik ve anaerobik), karbon elde etme (ototroflar ve heterotroflar) ve bitkiler ve
hayvanlarla (saprofitler ve parazitler) iliskilerine gére degisir. Basiller, topraklarda daha
yiiksek oranda bulunur ve s6z konusu mikroorganizmanin yasam dongiisiiniin bir
parcas1 olarak islev goren diren¢ sporlarinin olusumu yoluyla, olumsuz veya asiri

durumlarda bunlari siirdiirme kabiliyetine sahiptir.

Bakteriler, toplam toprak mikroorganizmalar1 grubunun en onemli bilesenleri olarak
kabul edilir. Bu nedenle, mikroorganizmalarla baglantili topragin tiim faaliyetlerinden

en onemlisi bakterilerden sorumludur.

2.10.1 Toprakta dagilim ve bakteri bollugu

Toprak mikrobiyolojisi alaninda yapilan ardisik caligmalarda, hem enlem hem de
yiikseklik arttikca toprak bakterilerinin sayisinin azaldigr gozlemlenmis topraklarin
organik madde iceriginin artmasiyla birlikte soguk bolgelerden daha sicak alanlara
dogru toprak artar, bu nedenle asir1 iklim kosullarindaki topraklarin daha diisiik
mikrobiyal popiilasyona sahip oldugu sonucuna vartlmistir. Yilin mevsimlerinin
mikrobiyal popiilasyonlar iizerindeki degisikliklerini belirlemek zordur, ancak bunlarin
sayisinda bir "pik" genellikle ilkbaharda gozlenir, muhtemelen pargalama i¢in malzeme

sicakliktaki artisa ve mikroorganizma giriglerindeki artisa bir tepki olur.
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Kisin diistik sicakliklara maruz kalan bu topraklar, baharin ¢6ziilmesinden hemen sonra
mikrobiyal popiilasyonda bir "zirve" gosterir. Sicakliktaki bir artisla birlikte, toprak
yapisinin fiziksel olarak bozulmasinin bir sonucu olarak besin maddelerinin daha fazla

kullanilabilirliginin eklendigi diistiniilmektedir.

Bakteriler ayrica toprak profilinde dikey bir dagilima sahiptir. Toprak profilinin
derinligi arttikca mikroorganizma sayisindaki azalma orani, edafik tipte olanlar da dahil
olmak tizere gesitli faktorlere biiylik dl¢iide bagli olabilir. Boylece tiim topraklarda en
fazla mikroorganizma humusca en zengin bolgeye tekabiil eden iist tabakada bulunur.
Bakterilerin topraga sogurma kapasitesi ve sayisiz mikro habitatlar1 da biiylik olclide
bakteri sayisin1 ve bunlarla toprak arasindaki iliskiyi belirleyecektir. Bunun nedeni,
Alexander (1961) gore topraktaki bakterilerin sivi fazda nadiren bulunmasi, ancak
cogunlukla topraktaki kolloidlere yapismasidir. Ayni sekilde, belirli bir toprakta
bulunan bakteri miktar1 ve tiirii, topragn tiirii ve iginde var olan kiiltiirel uygulamalar
tarafindan belirlenir. Hiicrenin yiizey yiikii, hidrofobiklik ve polisakaritler ve flagella
gibi hiicre dis1 yapilar ve ayrica kolloidin elektrik yiikii bu absorpsiyonu biiyiik 6l¢iide
belirler. Ote yandan, bakteri hiicreleri toprakta her zaman diizgiin bir sekilde dagilmaz,
bircogu birka¢ santimetrekarelik kiiclik alanlarda bulunur, bu da toprak bakteri mikro

dagilimi olarak bilinir.

2.10.2 Hidrokarbonlar: parcalayabilen bakteriler

Bakteriler, cok cesitli organik ve inorganik kirleticileri ¢evreye geri doniistiiriilebilen
zararsiz maddelere doniistiirme kabiliyetine sahip olduklar1 i¢in ¢evre agisindan ¢ok
onemlidir. Bu bakteriler, endiistriyel olarak tiretilen ve kullanilan organik bilesiklerin
bliylikk bir miktarin1 oksitleme yetenegine sahiptir. Toprakta bulunan tiim
mikroorganizmalar iginde en fazla sayida bulunan ve hidrokarbonlarin bozunmasinda en
onemli olanin bakteriler oldugu tahmin edilmektedir. Hidrokarbonlarin bakteriyel
bozunmasinin temeli, bunlarin mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanilmasina dayanmaktadir. Aslinda, hidrokarbonlar belirli bakteri ve

mikroorganizmalar i¢in besin saglar.
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Sharpley (1966) tarafindan alintilanan Beerstecher (1954) bilinen mikroorganizmalarin
toplami i¢inde, Onemli sayida tiirlin bir besin kaynagi olarak hidrokarbonlari
kullanabildigini tahmin etmektedir. Bu mikroorganizmalar, bu kaynagi metabolik olarak
kullanabildikleri i¢in kirlenmis habitatlarda hayatta kalmayi basarirlar, bu sekilde
kirletici ayn1 zamanda potansiyel bir enerji kaynagina doniistiiriliir. Parrish (1999)
tarafindan alintilanan Fonturbel ve Acha (2000), petrol hidrokarbonlarini pargalayabilen
bazi bakterilerin oldugunu ve bunlara belirli bir siire maruz kaldiktan sonra adapte
olabildiklerini ve popiilasyonlarin1 artirabildiklerini  belirtmektedir. Bu, c¢ogu
mikroorganizmanin, eger o ortamda hayatta kalabiliyorlarsa, bu bilesikleri biiyiik bir

rahatsizlik duymadan pargalayabilecegini agiklayacaktir.

Topraktaki petrol hidrokarbonlarinin mevcudiyetine karsi bu mikrobiyal tolerans,
secicilige ve cesitlilikte bir azalmaya neden olur. Bu stres ortamina toleransl
mikroorganizmalar, hidrokarbonun bozunmasi i¢in 6zel enzimatik ve fizyolojik tepkiler
gelistirir ve kullanir. Bir biyoremediasyon sistemi gelistirmek i¢in gerekli olan tiim
faktorler arasinda, tehlikeli atiklar1 pargalayabilen bir bakteri popiilasyonunun varliginin
veya yoklugunun bilinmesi ¢ok Onemlidir. Rittmann'a (2001) gore, bir kirletici
kolaylikla biyolojik olarak parcalanabilir olsa da, pargalayici kapasiteye sahip bir
mikrobiyal popiilasyonun olmamasi, etkilenen topragin biyolojik olarak iyilestirilmesi

icin smurlayic bir faktor olabilir.

Bu nedenle, sahanin belirli 6zelliklerini karakterize etmek icin bir biyolojik iyilestirme
projesine baslamadan dnce bir fizibilite ¢alismas: yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle,
sadece iyilestirilecek malzemenin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi degil, daha
az Oonemli olmayan bir diger karakterizasyon, hidrokarbon kullanma kapasitesine sahip
sahanin potansiyel mikroorganizmalarinin belirlenmesidir. Levin ve Gealt (1997), bu
bozunma siirecini  gerceklestirebilen birkag mikroorganizma oldugunu tahmin
etmektedir. Bazi durumlarda bunlar tanimlanmis ve karakterize edilmistir, digerlerinde
ise onlar1 yetistirmek ve hatta izole etmek son derece zor olmustur. Bu amagla ilk
asama, sonuglar1 tiim topluluga veya ekosisteme uygulanan temsili Orneklerin

alinmasidir. Her numune, gereklilik olarak, ortamin tamamina kiyasla kiigliktiir; bu
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nedenle, gercek bollugun ¢ok iistiinde veya cok altinda popiilasyon sonuglarina yol

agabilir.

Ham petrol agisindan zengin saf kiiltiirlerde ardisik popiilasyon biiyiime testleri yoluyla
bakteri izolasyonu ve secimi, yiiksek konsantrasyonlarda yaga toleransli suslarin

adaptasyonunu ve hayatta kalmasini degerlendirmek igin etkili bir stratejidir.

Kassim (2013), biyoremediasyona tabi tutulan petrol hidrokarbon dokiilmelerinden
etkilenen topraklardan farkli petrol hidrokarbonlari, bakteri suslar1 kullanarak segici
besiyerinde izole etmistir. izole edilen tiim suslar, bozunma c¢aligmasinda en iyilerini
belirlemek i¢in daha sonra laboratuvar kosullarinda toprakta bozunma testlerine tabi
tutuldu. Benzer sekilde, Cubitto ve Cabezali (2000), basta lineer hidrokarbonlar olmak
tizere belirli organik bilesikleri kullanan bir bakteri susu izole etmistir. Calismanin
amaci, bu susun taksonomik olarak tanimlanmasi ve ham petrol iizerindeki
hidrokarbonolitik aktivitesinin degerlendirilmesiydi. Altamirano ve Pozzo (2000)
Arjantin'in Rio Negro eyaletinde bir yi1l boyunca biyoremediasyona tabi tutulan bir
ciftlikten alinan toprak oOrneklerinden alti hidrokarbonolitik bakteri izole etmis ve
tanimlamistir. Petrol hidrokarbonlar1 ile zenginlestirilmis besiyerlerinde ardisik
degerlendirmeler yoluyla sunlari belirlemek miimkiin olmustur: Pseudomonas
paucimobilis, Sphingomonas vesicularis, Micrococcus varians, M. roseus ve

Micrococcus sp.

2.11 Hidrokarbonlarim bozunmasi

Yag, kerosen, yaglama yag1 ve benzen gibi farkli substratlar ve besin olarak minimum
orta ve ticari yaprak giibresi kullanarak hidrokarbon biyobozunma deneyleri yaptilar ve
onceki agilamanin bozulma siirecini hizlandirdigi sonucuna vardilar. Sarkar et al. (2005)
20 m2 yagla kirlenmis topraga 369 giin siireyle biyoremediasyon uygulandi. Bu topraga
inorganik besinler, havalandirma ve nem eklenerek, uluslararasi standartlar tarafindan

onerilen hidrokarbon konsantrasyonunun < %1'i degerleri elde edildi.
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Abalos et al. (2004) Pseudomonas aeruginosa AT10'un rhamnolipidlerini incelediler ve
bunlarin eklenmesinin 10 giinliikk inkiibasyonda petrol hidrokarbonlarinin biyolojik
bozunmasint %61 oraninda hizlandirdigini belirlediler (Bracho et al. 2004). Naftalin,
antrasen, fenantren ve dibenzotiyofen iizerinde bakteriyel bozunma ile ilgili bir ¢alisma
yaptilar. Incelenen topraktan izole edilen pargalayici bakteriler sunlardi: Pseudomonas
(%54,05), Bacillus (%24,30), Staphylococcus (%16,20) ve Micrococcus (%5,4); Ayrica
suslarin %100'in{in naftalin ve antraseni, %78,5 fenantrenini, %71,42 dibenzotiyofeni
ve %50'sinin dort hidrokarbonu bozdugunu belirlediler (Pardo et al. 2004). Deney
sonunda %91'lik bir hidrokarbon giderme yiizdesi elde ederek, 4 ay boyunca inorganik
giibreler ekleyerek biyo-¢iftciligin (kara ¢iftciligi) etkinligini Olctiiler.

Volke ve Velasco (2003) Petrol hidrokarbonlarinin biyolojik bozunmasi iizerine bir
calisma yiirlitmisler ve kompostlagtirmaya ek olarak elektrokimyasal 6n islemlerin ve
strfaktanlarin  eklenmesinin sirasiyla %48 ve %46'lik bir bozunma iirettigini

belirlemislerdir.

Zucchi et al. (2003) Biyostimiilasyon ve yeterli havalandirma, besinlerin ve yiizey aktif
maddelerin eklenmesiyle 72 giinliik bir siire i¢inde biyoremediasyon sirasinda bir
bakteri toplulugunun tepkisini degerlendirdiler ve %39,5'lik bir nihai hidrokarbon
azalmasi elde ettiler (Escalante 2002). Ham petroliin 90 giin boyunca 3 teraryumda
biyolojik bozunmasi iizerine bir c¢alisma gelistirdiler, tiirlerin daha iyi biyolojik
bozunma aktivitesi gosterdigi 129 bakteri susu izole edildi: Pseudomonas Aeruginosa,
Bacillus sp. ve Serratia Rubidae bu deneyde kullanilan konsorsiyumu olusturanlarla
aynilar. Eksojen konsorsiyumun giibresiz asilandig: birinci teraryumda %92,5 oraninda
biyobozunma saglanirken, dogal bakterilerden olusan ikinci teraryumda elde edilen
biyobozunma yiizdesi %60 ve son olarak ii¢lincii teraryumda abiyotik kontrole karsilik

gelen biyolojik bozunma %55 idi.

Hidrokarbonlarla kirlenmis topraklarin istege bagli bir muamelesi olarak
biyoremediasyonun fizibilitesini arastirdilar. Dogal zayiflama ve biyostimiilasyonun
etkinligini incelemek i¢in hem doéllenmis hem de NPK olmayan déllenmis topraklarla

bir mezokozm kullandilar. ilk kontaminasyon seviyesi, giibrelenmemis ve giibrelenmis
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toprakta sirasiyla yaklasik %50 ve %70 oraninda azaltilmistir (Mishra et al. 2001). Bir
rafineriye ait topraklarda bir bakteri konsorsiyumunun biyoremediasyon potansiyelini
analiz ettiler, caligma alanin1 4 blok A, B, C ve D'ye bdéldiiler; bunlardan A, B ve C'nin
konsorsiyum ile muamele edildigi ve D'nin muamele edilmedigi kontrol. Bakteri ve
besin  konsorsiyumunun uygulandigi bloklarda %90,2 biyobozunma yiizdesi
gozlenirken, D blokta %16,8 120 giinliikk bir siirede deney gelistirildi (Margesin ve
Schinner 1997).

Nwachukwu 2001 Yagla kirlenmis topraklarda Pseudomonas Putida asilanmus,
bazilarina inorganik besinler eklenmis. En yliksek bozunma etkinligi 9 haftada elde
edildi, bu, biyolojik geri kazanimin kaniti olarak kullanilan Lepidium sp.'nin
biiyiimesiyle desteklendi; ¢imlenme orani giibrelenmemis topraklarda %27,5, giibreli
topraklarda %98,8 olmustur. Parales et al. 2000 yilinda, Pseudomonas putida'nin
hidrokarbonlar1 etkin bir sekilde bozdugunu belirleyerek bes susun bozunma

kapasitesini ve kemotaktik reaksiyonunu degerlendirdi.

Belloso 1999 Giibre uygulamadan eksojen mikroorganizmalar ve dogal
mikroorganizmalar kullanarak "kara c¢iftligi" siireci sirasinda biyolojik bozunma
yiizdesini degerlendirir. Calisma 3 ay siirmiistiir. Bozunma verimliligi %84 (eksojen
mikroorganizmalarla 1 numarali teraryumda) ve %49 (dogal mikroorganizmalarla 2

numarali teraryumda) idi.

Deyta ve Saval 1999 Benzinle kirlenmis iki bolgenin topraginda benzen, toluen ve
ksilenin (BTX) nem, besin ilavesi ve iklime aligtirllmis bakteri gibi kombinasyon
faktorleri bozunmasini analiz ettiler ve bir sahadan digerine bozunma oranlarindaki ve
yiizdesindeki farkliliklarin, asagidakilerden kaynaklandigi sonucuna vardilar; aym
sekilde, verimlilik de topragin tiirine bagliydi (Machin 1999). Yarn kati fazh
reaktorlerde kirlenmis toprakta hidrokarbonlarin biyolojik bozunmasi iizerinde
biyostimiilasyonun etkisini gdzlemlediler ve bir giibre ekleyerek yiiksek oranda
bozunma elde edildigini buldular. Islenen toprakta yiiksek diizeyde hidrokarbon kirliligi
vardi; bu nedenle kat1 faz biyostimiilasyonu, toprak biyoremediasyonu i¢in bir alternatif

olarak diisiintilebilir.
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Morales et al. (1999) Hidrokarbonlar1 iki kaynaktan ayristirma kapasitesine sahip
mikrobiyal konsorsiyumlar1 izole ettiler ve segtiler: biri hidrokarbonlarla kirlenmis
(IMP) ve digeri kirlenmemis (artik kompost). Hidrokarbonlarin bozunmasi IMP
konsorsiyumu i¢in %25,48 ve kompost konsorsiyumu i¢in %22,37 olmustur (Ortiz et al.
1999). Artan gozeneklilik, su direnci, diklorometan direnci ve yiiksek hidrokarbon geri
kazanimi nedeniyle kolon tipi biyoreaktdrlerde destek olarak en iyi 6zellikleri sunan
ayni organik tekstiire edici malzemeyi (kamis kiispesi ve kompost) sectiler; Ayni
sekilde, IMP konsorsiyumu i¢in %9,35, IMP + kompost konsorsiyumu i¢in %14,77 ve
IMP + kamus kiispesi i¢in %25 biyobozunma yiizdesi belirlerler.

Aislabie et al. (1998) Antarktika topraklarindaki petrol hidrokarbonlarinin biyolojik
bozunma potansiyelini incelediler ve nitrojenin ham petrolle kirlenmis topraklarda
hidrokarbonlarin minerallesmesini 6nemli 6l¢tide arttirdigini gésterdiler. Belloso 1999
Teraryumlarda bulunan “kara ¢iftligi” topraklarindaki farkli bakteri suslarinin
hidrokarbonolitik aktivitesini, C / N: 20: 1 ve NPK oranlarinda 2 konsantrasyon NPK
giibresi uygulamasiyla karsilastirdilar: ilk 30 glinde Z2 giibresi ile teraryumda 20 : 2: 1
ilk durumda (Z1) ve C / N oranlari: 100: 1 ve ikinci durumda (Z2) NPK: 20: 20: 1, en
yiiksek hidrokarbon azalma yiizdesi (%45) gozlenir. W2 tiirliniin en yiiksek
hidrokarbonolitik kapasiteye sahip oldugu ortaya ¢ikti.

Merino (1998) Petrol emiilgatorleri tireten yerli mikroorganizmalar {izerinde bir ¢aligma
yiriitti ve en biiyllk emiilsiyonlagtirma ve pargalama kapasitesine sahip
mikroorganizmalarin suslar oldugunu belirtti: Pseudomonas Aeruginosa KT1-1 ve
Serratia Rubidae BT5-4. Ham petrolle kirlenmis su ve toprak Orneklerinden cesitli
cinslere karsilik gelen doksan bakteri susunun yag iizerindeki biiylimesini
degerlendirdiler; en yiiksek degradatif aktivite gosteren cinsler: Micrococcus,
Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter ve Flavobacterium, kinetik parametreler,
spesifik bitylime hiz1 ve {iretim siiresi ile degerlendirilen cinslerdir (Renteria ve Miranda
1998).

Dagher et al. (1998) 5 polisiklik aromatik hidrokarbon bozunduran toprak susunun
karsilagtirmali bir ¢aligmasini gergeklestirdiler; Sphingomonas sp. Sus 107, en yiiksek
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pargalama kapasitesine sahip sustu, bunu Pseudomonas aeruginosa suslari 57 ve PL1
izledi. Biyosiirfaktanlar Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida tarafindan ve

biyoemiilgator Sphingomonas sp. tarafindan iiretildi.

Delille et al. (1998) INIPOL EAP22 (NPK) giibresini ekleyerek suda
biyoremediasyonun etkinligini analiz ettiler, bu giibre saprofitik ve hidrokarbon
bozundurucu mikroflorada bir artisa neden oldu, petrol hidrokarbonlarinin biyolojik
bozunmasinin etkinligini artirdi. Korda et al. 1997 Petrol hidrokarbon biyolojik
bozunmasini dlgmek icin analitik yontemlerin etkinlik acisindan farklilik gosterdigini
belirttiler; in vitro biyolojik bozunma, mikroorganizma sinirli olmak tizere ¢ok cesitli
kirleticilere maruz kaldiginda degisir; dogal mikroorganizmalarin yeniden eklenmesinin

en etkili biyoremediasyon yontemi oldugu sonucuna varmislardir.
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2.12 Genel hedef

Irak'in Kiirdistan bolgesindeki (Miran West, Kurdamir ve Sarqala) topraklara 6zgii

bakteri suslarinin ham petrolii parcalama kabiliyetine sahip olup olmadigini belirlemek.

e Ozel hedefler

Kiirdistan, Irak'taki {i¢ topragin kimyasal Ozelliklerindeki degisimleri, ham petroliin
dokiilmesinden ve hapsedilmesinden etkilenir. Kiirdistan'in {i¢ topraginin (Miran West,
Kurdamir ve Sarqala) dokiilmelerden ve ham petroliin hapsedilmesinden etkilenen

bakteri popiilasyonlarini izole edin ve miktarini belirleyin.

Izole bakteri suslarinda, ham yag ile secici kiiltiir ortaminda iireme yeteneginin
belirlenmesi. Ham petroliin pargalayici kinetigi araciligiyla, segilen iki bakteri susunun
ham petroliin bilesenlerini doniistiirme veya pargalama kapasitesini degerlendirin.
Kizilotesi spektrofotometri ile, secilen bakteri suslari tarafindan bozulan bu fonksiyonel

ham petrol gruplarini belirleyin ve miktarini belirleyin.
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3. MATERYALVE YONTEM

3.1 Materyal

Bu calismada kullanilan materyaller asagida agiklanmistir.

Biyolojik materyal

KRI'de, yani Miran West, Kurdamir ve Sarqala'daki ham petrol sizintilarindan ve
hapsedilmelerden etkilenen ve etkilenmeyen ii¢ topraktan izole edilen 240 bakteri susu

kullanildi.

Reaktifler

Bu arastirmada kullanilan reaktifler asagida alfabetik sirayla listelenmistir ve metinde
kullanilan karsilik gelen kisaltmalar parantez i¢inde belirtilmistir, Amonyum asetat
(CH3COONHy,) 1M pH 7, siilfiirik asit Ho.SO4 (0,05 N, 0,005 N), agar-agar, agar-pepton
%2 (AP %?2), hidrojen peroksit H,O, (100 hacim), sodyum bikarbonat, aktif karbon,
kalsiyum kloriir (CaCly), stronsiyum Kkloriir (SrCly), %10 sodyum kloriir (NaCl),
potasyum dikromat (K,Cr,07), et 6ziitii, monobazik potasyum fosfat (KH,PO,), sodyum
fosfat (NayH,PO,), ortofenantrolin  indikatérii, amonyum nitrat (NH4NO3),
ortofenantrolin indikatorii, magnezyum oksit (MgO), pepton, Devarda reaktifi, N-
mineral indikator soliisyonu (bromokresol yesili, metil kirmizisi, borik asit ve etanol),
Olsen B soliisyonu, KCl (IM) (2N) ekstraktif soliisyonu, amonyum siilfat ((NHy)
250,), 0,5N FeSO,4 demir siilfat, magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4-7H,0), karbon
tetraklortir (CCly).

Ekipman

Lab.Line Tirkiye Environ-shaker orbital shaker, Orsa otoklav, Stirrer manyetik
karistiric, HANNA HI9835 iletkenlik olcer, Precisa 2200C terazi, Sartorius 2462
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analitik terazi, Kotterman GMB tip S430 inkiibasyon odasi, Eurofrigo soguk oda,
santrifiij, Rapidstill Il distile (Labconco Il), GBC Model 909AA Atomik Absorpsiyon
Spektrofotometre (880 nm ve 396,2 nm Monokromatorler), Perkin Elmer FTIR bx II
Kizilotesi Spektrofotometre, ASTM Hidrometre, Mikrodalga Firin, Carl Zeiss Optik
Mikroskop, pH Metre (Model 05669-20 Cole Parmer), Trotter buzdolabi, Elekler (630,
200 ve 63 mikron).

Digerleri

Daldirma yag1, damitilmis su, ekim ignesi, pamuk, ekim halkasi, polietilen torbalar, 50
mL plastik siseler, 300 mL cam siseler, huniler, plastik siseler, keceli kalem, 1000 mL
oOlciilii siseler, Kjerldahl siseler (100 mL), ¢akmaklar, toprak ham petrolden etkilenen ve
etkilenmeyen numuneler, Megafensa diidiiklii tencere, Watmann filtre kagidi n° 4 ve n°
5, kiirek, kagit, aliminyum folyo, ham petrol, 5 mL'lik otomatik pipetler, filtre kagidi,
voliimetrik pipetler (1, 5 ve 10 mL), kap, huni tutucu, 90 mm Petri kutulari, nesne
tutucu (75 x 25 mm ¢ap), tohum tirmigi, makas, elekler (2 mm), tiipler 50 mL test

numunesi, 500 ve 2000 mL beherler.

3.2 Yontem

Bu ¢alismada kullanilan yontemler asagida detaylandirilmistir:

Calisma alaninin konumu

Bu calismada kullanilan toprak ornekleri, KRI'nin ham petrol sizintilarindan ve
hapsolmalarindan etkilenen {i¢ bolgesinde toplanmistir ve yerleri Sekil 3.1'de
gosterilmektedir (Miran West, Kurdamir ve Sarqala). Ayni1 sahalardan, ham petrol

kontaminasyonu olmadan toprak 6rnekleri toplanmistir (toprak kontrolleri).

Ham petrol ile kirlenmis toprak oérneklerinden ilki, KRI komiiniine ait Miran West adli

topraktan alindi. Bu toprak, 102 numarali iiretim kuyusunun faaliyeti sonucu ham petrol
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hapsinden etkilenir. Ham petrol ile kirlenmis ikinci toprak &rnegi ise KRi'ye ait
Kurdamir (0440236 E ve 4144195 N) adli topraktan alinmistir. Sarqala'y1 birbirine
baglayan boru hattinin 18 serisi 1siticidan ¢ikan emisyonlarin etkisiyle bu toprak ham
petroliin etkisine maruz kaliyor. Son olarak, iigiincii toprak 6rnegi, KRI'de bulunan ve
bir boru hattinin yirtilmasi sonucu bir ham petrol sizintisindan etkilenen Sarqala adli

sektore karsilik gelir.

s Ceyhan e

TURKEY 2
7\ Tawke
:" Figh Khabur
“ - Atrush
SYRJA : akrman
‘ o NI IRAQ
Gusair ,' S Rovis KURDISTAN IRAN
o\ = Al e 8 Khurmala- Fish Khabur Pipeline
~ Atsh Al
sasal:irahlm \s -:: i > Kirkuk - Khurmala Dome
\ os .
\\\ Qalia‘:\ Dol 4 @R Bina Bawi
1
P. Adaiyah \\ ~ Quwair <Erbil v
D s
Jawan/Naimah/Q§ P
K'ﬂ“lk Auana Dome
S % \Miran West
SRV 7
Khabaz
Kirkuk * Baba‘oome
Legend \,é i

\
)

oil pipeline existing
...... oil pipeline planned/proposed Jumboor

oilfield(s)

P Kurdamir
o oil and gas field(s) 1T Pu kana ,\
-:I M oil refinery g Saddam Himrin ' ,'
e ¢ p

international boundary 5 Sarqala \
ill-defined Kurdistan boundary / N

W W\ ToHadithah " o Daurah 1 Y\

Sekil 3.1 Toprak 6rneklerinin ¢ikarildig: ii¢ alanin cografi referanslandirilmasi

Toprak orneklerinin toplanmasi

Uc topraga ait 6rneklerin toplanmas1 Mart 2020'de gergeklestirildi. Numune alinan iic
alanin her birinden (ham petrolden etkilenen toprak art1 buna karsilik gelen kirlenmemis
toprak) iki derinlikte (0-20 cm ve 20-40 c¢m) toprak hacimleri ¢ikarildi. Belirtilen her
toprak ve derinlikten steril bir kiirekle her biri yaklagik 500 gramlik 3 adet toprak alt
Ornegi toplandi ve bunlar birbirinden bagimsiz olarak sektore ve derinlige gore

etiketlenmis polietilen torbalara konuldu. Daha sonra mikrobiyolojik ve toprak
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analizleri i¢in Laboratuvara transfer edildiler. Bu sekilde, analiz edilen her toprak igin
dort 6rnekleme durumu elde edilmistir: biri ham petrolden etkilenen topraga karsilik
gelen 0-20 cm derinlikte ve digeri 20—40 cm derinlige sahip, art1 ayni topraktan, ancak

ham petroliin etkisi olmayan, yukarida belirtilen ayn1 derinliklerde toplanan iki numune.

Toprak orneklerinin islenmesi

Toprak orneklerinin her biri bagimsiz olarak iglendi. Bunu yapmak i¢in, her bir topraga
ve duruma (kirlenmis ve ham petrol ile kirlenmemis ve 0 ila 20 cm ve 20 ila 40 cm
derinlikte) karsilik gelen alt numuneler aseptik olarak karistirilmis, steril forseps, taslar
ve yapraklar yardimiyla kok kalintilart ayiklanmistir. Ardindan, benzersiz ve temsili

numuneler elde etmek icin ezildi ve homojenlestirildi.

Toprak karakterizasyonu

Topragin verimlilik diizeyini ve ham petroliin topragin belirli kimyasal parametrelerini
nasil etkiledigini kontrol etmek i¢in 20 cm ve 40 cm derinlikte toplanan toprak ornekleri
Bagdat Universitesi, Bagdat, Tiirkiye laboratuvarinda kimyasal analizlere tabi
tutulmustur. Bu analizler, toprak asitligi, degisebilir baz ve degisebilir aliminyum
icerigi, organik madde yiizdesi, toplam nitrojen, kullanilabilir fosfor (P-Olsen), elektrik

iletkenligi ve graniilometrik analizlerin belirlenmesini 6ngdriiyordu.

Toprak asitliginin belirlenmesi (pH) potansiyometrik dl¢iim

Su, pH yontemiyle 1: 2,5 oraninda bir toprak-¢6zelti oraninda belirlendi, bunun i¢in 10
g toprak numunesi tartildi ve 25 mL su ilave edildi. Numuneler daha sonra 15 dakika

arayla 3 kez 45 dakika calkalandi, ardindan pH metre ile okunmasina izin verildi.
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Degistirilebilir bazlarin iceriginin belirlenmesi

Bu belirleme igin, 2 mm'ye elenmis 5 g kuru toprak numunesi tartildi, S0 mL (1M)
CH3COONH, pH 7,0 eklendi. Ornekler 15 dakika calkaland1 ve siiziildii. Filtratlardan 3
mL'lik kisimlar alinarak 100 mL'lik siselere birakilmis, bunlara daha sonra distile su ile
hacimsel hale getirilmek tizere 10 mL SrCl, eklenmistir. Kalsiyum, Magnezyum,
Potasyum ve Sodyum i¢in okuma, 880 nm dalga boyunda bir atomik absorpsiyon

spektrofotometresinde gerceklestirildi.

Degistirilebilir aliiminyum iceriginin belirlenmesi

2 mm'ye kadar elenmis 10 g kuru toprak numunesi tartildi. Daha sonra plastik bir siseye
yerlestirildiler. Daha sonra 50 mL KCI degisim ¢o6zeltisi (1M) ilave edildi. 50 mL'lik bir
sise lizerinde bir huni igine yerlestirilmis filtre kagidindan siiziin (bir bosluk ve bir
referans numune dahil edilecektir). Elde edilen siizlintii, damitilmis su ile hacimsel
olacak sekilde 50 mL'lik bir sisede toplandi, daha sonra 396.2 nm dalga boyunda bir
atomik absorpsiyon spektrofotometresinde okundu.

Organik madde igeriginin belirlenmesi

Kullanilan yontem Walkley-Black'inkiydi, 0,5 mm'de elenmis 0,25 ila 1 g toprak
tartildi, 10 mL %5 (K,Cr,07 1 N) eklendi ve 20 mL H,SO,4 0,05 N Hizli bir sekilde 250
mL'lik bir Erlenmeyer sisesinde, bir dakikada hemen karistirildi ve sonra 30 dakika
sogumaya birakildi. Daha sonra 200 mL distile su ve 5 damla ortofenantrolin indikatorii

eklendi. 0,5 N FeSQy ile son titrasyon igin.

Toplam azot tayini

Bes gramr kuru toprak tartildi, plastik bir siseye konuldu ve 50 mL KCI (2N) ilave
edildi. Numune bir saat ¢alkalandi1 ve sonra bir saat daha oturmaya birakildi. Filtrattan

10 mL alind1 ve 100 mL'lik bir Kjeldahl sisesine yerlestirildi. Daha sonra 200 mg MgO
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ve Devarda reaktifi eklendi, ardindan siseler bir damitma sistemine baglandi. Distilat,
30 mL hacme kadar 5 mL indikator soliisyonu (borik asit ve etanol iginde bromokresol
yesili artt metil kirmizisi) ile 50 mL'lik bir Erlenmeyer sisesine alindi. Daha sonra

yesilden u¢uk pembe renge doniisiim elde edilene kadar 0,005 N H,SQ, ile titre edildi.

Olsen yontemi kullanilarak mevcut fosforun belirlenmesi

2,5 g toprak numunesi tartilmis, 0,3 g aktif karbon ve 50 mL NaHCOj3; eklenmistir. 30
dakika karistirild1 ve sonra siiziildii. Siiziintii plastik kaplarda toplandi. Ardindan, 5 mL
stiztintii alinmis ve 50 ml'lik ol¢iilii balonlarda biriktirilmis, ardindan 20 mL Olsen B
¢ozeltisi ilave edilmistir. Uzerine distile su ilave edilerek karistirilarak karistirildiktan

sonra UV/VIS spektrofotometrede 880 nm dalga boyunda okunmustur.

Topraklarin elektriksel iletkenliginin belirlenmesi

Kuru toprak, bir toprak kapta 45 dakika boyunca su ilave edilerek ve siirekli
kanigtirilarak karistirilmistir. Son olarak doymus bir macun elde edildikten sonra,
(uS/cm) cinsinden ifade edilen topraklarin elektriksel iletkenligi bir iletkenlik Olger

kullanilarak olgtilmiistiir.

Day yontemiyle graniilometrik tayin

2 mm'den kii¢iik 40 gr kuru topraga 100 hacim 60 mL H,0, eklendi. Organik maddenin
okside olmasi i¢in 24 saat bekletildi ve son olarak numuneye 100 mL dispersan (0,1 N
NasP,0,) ilave edildi ve 10 dakika karistirildi. Siispansiyon, 30 C°'de tutulan 1000
ml'lik dereceli bir silindire getirildi. Daha sonra, siispansiyon karistirildi ve daha sonra
asagidaki zaman araliklarinda 6lgmek i¢in bir ASTM hidrometresi yerlestirildi: 30
saniye; 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 128 dakika ve hidrometre okumasini kaydedin. Mineral
faz bir dizi elek (630, 200 ve 63 mikron) olarak boéliinmiis, bunlar ¢alkalanmis ve son

olarak iizerlerine su basinci uygulanmistir.
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Seri seyreltme yontemiyle bakteri suslarinin izolasyonu

Toprak orneklerinin her biri ayr1 ayri islendi. 10 g ilgili toprak numunesi tartildi ve 100
mL steril damitilmis su iceren bir siseye yerlestirildi. Bu karistm homojenlesmek igin 5
dakika kuvvetlice karistirildi, bdylece 10-1 adi verilen ilk seyreltme elde edildi. Bu
dilisyondan 1 mL karisim steril pipet yardimi ile ekstrakte edildi ve 9 mL steril distile
su iceren tlipe konularak 10-2 diliisyon elde edildi. 10-2 diliisyonundan 1 mL karisim
yeni bir steril pipetle ekstrakte edildi ve 9 mL steril distile su igeren yeni bir tiipe
yerlestirildi, boylece 10-3'liik bir seyreltme elde edildi. Aynt metodoloji, humune
ekstraksiyonundan Once tiipii sallamayi akilda tutarak, 10-7'lik bir seyreltme elde
edilene kadar kullanildi. Seyreltmeler elde edildikten sonra, her biri bagimsiz olarak %2
AP igeren Petri kaplarina ekildi. Bunun i¢in ilgili seyreltiden 0,1 mL ekstrakte edildi ve
Petri kabinda biriktirildi, ardindan bu numune bir tohum tirmig: yardimiyla plakanin her
tarafina yayildi. Tohumlama yapildiktan sonra plakalar etiketlendi ve bir kulugka

odasinda 23 +/- 2 C°'de 48 ila 72 saat inkiibe edildi.

Kulucka doéneminin sonunda bir yanda gram toprak basina koloni olusturan birim
(CFU/g toprak) olarak ifade edilen bakteri popiilasyonlar1 sayilmis, diger yanda 240

adet bakteri kolonileri civeiv kurtarilip ekilmistir.

Saf bakteri kiiltiirlerinin elde edilmesi

Bakteri kolonileri, madde sekil 3.2'te belirtildigi gibi ekilen AP plakalarindan (%2) elde
edildi. Her koloni, egimli %2 AP igeren tiiplerde kopyalandi. Tohumlandiktan sonra
tiipler 23 +/- 2 C°'de 48 ila 72 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin ardindan kiiltiirler,
bir tiir kontaminasyonu tespit etmek i¢in kontrol edildi ve daha sonra daha fazla ¢alisma

i¢in 5 C°'de saklandi.
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Toplamda 240 koloni (her topraktan 40), petrolle kirlenmis topraklardan 120 koloni
secilmistir; 20 koloni 0—20 cm'de toplanan topraktan ve 20 koloni 20—40 cm derinlikten
toplanan topraktan geldi. Analiz altindaki {i¢ zemin icin gegerli durum. Diger 120

koloni, kirlenmemis topraklardan (kontroller) ve yukarida belirtilen derinliklerden gelir.

1mi 1ml

> \( W( Wf Wf \(

AL

1710 1/100 1710° 110° 1710° 1/10°%
(1073 (1079 (1079 (10°5) (107%)

I

Sekil 3.2 Bakteri sayimi i¢in diliisyonlarin hazirlanma semasi

Ham yag ilaveli mineral ortamda iireme Kkabiliyetine sahip bakteri suslarmin

secimi

Bakteri suslarimin (toplamda 240) ham petrol varhi§inda biiyliyiip gelismedigini
belirlemek ve ardindan laboratuvar kosullarinda ham petroliin pargalayici kinetigini
gerceklestirmek icin en iyi iki bakteri susunu se¢mek icin asagidaki metodoloji

uygulanir.

Kati secici ortamda biiyiime (AM + P)

Inorganik mineral agar Cizelge 3.1'de gosterildigi gibi, 10 mL ham yagdan (AM + P)
olusan her bir izole edilen 240 bakteri tiiriiniin her biri, Ilyina et al.(2003) tarafindan

belirtilen kat1 secici ortam i¢inde bagimsiz olarak tohumlandi. Bunun i¢in, saf ve taze
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bakteri kiiltiiriinden, AM + P agar iizerine ii¢ kopya halinde birakilan bir ekim 6znesi ile
bir miktar bakteri inokulum ekstrakte edildi, inokulum hemen bir piezometre ile 6l¢iildii
(milimetre cinsinden, inokulumun uzunlugu ve genisligi) ve Petri kabinin arkasina
cizilir. Plakalar ekildikten sonra, yeni karbon kaynagma daha yavas adapte olan
bakterileri ayirt etmemek icin 23 +/- 2 C°de 15 giin siireyle inkiibe edildi. Kulucka
stiresinin sonunda, teste tabi tutulan 240 susun her birinin elde ettigi gercek biiyiime
belirlendi. Son olarak, AM + P ortaminda koloninin en yiiksek gercek biiyiimesini
gosteren bes bakteri susu secildi. Bunun i¢in, her koloninin (uzunluk ve genislik) {i¢
kopya halindeki 6l¢iimleri, Statgraphics 2,0 bilgisayar programi kullanilarak bir varyans
analizi (ANOVA) vasitasiyla istatistiksel analize tabi tutuldu (llyina et al. 2003).

Secici s1v1 ortamda biiyiime (CM + P)

AM + P'de kiiltiirlendikten sonra secilen bes bakteri susu, ham yag (CM + P) eklenmis
secici sivi ortamda tek tek yetistirildi. Sivi segici kiiltiir ortami, Ilyina et al. (2003)
tarafindan kullanilanla aymidir, arti1 %3 v/v ham petroldiir, Cizelge 3.1'te gosterildigi
gibi. Calisma altinda secilen susun saf ve taze bakteri kiiltiiriinden, tartilan ve daha
sonra 1000 mL CM + P ortamu igeren bir siseye yerlestirilen bir miktar bakteri kiiltiirii
ekstre edildi. Her bakteri susu iki kopya halinde ekildi, boylece bes sus i¢in toplam 10
sise tohumlandi. Siseler 15 giin boyunca 175 rpm'de, 15 ila 18 °C'lik bir sicaklikta sabit
calkalama altinda tutuldu. Kulugka siiresinin sonunda ve ham petroliin parcalayici
kinetiklerini gerceklestirecek potansiyel iki bakteri susunun secilmesi ic¢in bir kriter
olarak, bes sustan her birinin bakteri agirligindaki (biliylime gostergesi) artis bir se¢im

kriteri olarak belirlendi.

Ham petrol parcalayici kinetigi

Secgilen bakteri suslarmmin ham petroliin bazi bilesenlerini parcalama kapasitesini
belirlemek icin, zaman i¢inde bir parcalayict ham petrol kinetigi gerceklestirilmistir. Bu
etki icin, segilen iki bakteri susu, ham yag eklenmis bir tuzlu mineral ortam i¢inde ayri
ayr1 ve iki kopya halinde tohumlanmistir. Kiiltiir ortami Abu-Elgheit ve Yusef (1980)
tarafindan belirtilmistir, ¢izelge 3.1'te gosterildigi gibi.
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Cizelge 3.1 Kiiltiir ortam1

Mineral Agar (AM + P)
Agar - agar 20 gr
(NH4)2804 0,5 ar
Na,HPO, 0,2 gr
Steril damitilmis su 1000 mL
Ham petrol 10 mL

Mineral Suyu (CM + P)
(NH4),SO, 0,59r
Na,HPO, 0,2 gr
Steril damitilmis su 1000 mL
Ham petrol 3%v/v

Ham petroliin parcalayici Kinetigi icin Tuzlu Mineral Ortam

NH,; NO; 29r
Na,HPO, 15gr
MgSO4-7H20 0,5 gr
Steril damitilmis su 1000 mL
Ham petrol 3% viv

Tohumlanan siseler, secilen suslarla asilamadan 0, 7, 15 ve 30 giin sonra Ol¢iimler
yapmak i¢in 18 +/- 2 C°de, 175 rpm'de bir orbital calkalayicida inkiibe edildi. Her
inkiibasyon siiresinin sonunda, bakteriyel etkiye maruz kalan ham petrol, karbon
tetrakloriir ile ekstrakte edildi ve biyolojik olarak parcalanan ham petrol fraksiyonlarin
belirlemek i¢in laboratuvarlarda kizilotesi spektrofotometri ile analiz edildi. Ham
petroliin bu fraksiyonlariin (fonksiyonel gruplarinin) belirlenmesi i¢in, bozunmaya tabi
tutulan 1 mL ham petrol alinmisg ve bir otomatik numune hiicresinde biriktirilmistir.
Numuneyi iceren otomatik numune hiicresi kizilotesi spektrofotometreye girildikten
sonra, 400 ila 4000 nm arasinda degisen bir dalga boyunda bir spektral okuma
gergeklestirildi.

Bakteri suslarinin tammmlanmasi

Ham petroliin parcalayici kinetiginde kullanilan segilen iki bakteri susu i¢in tiir araligina
kadar taksonomik bir belirleme yapilmistir. Bu amagla, bakteri kolonilerinin

makroskopik karakterizasyonu (renk, sekil, kenar ve boyut) ve bakterilerin mikroskobik
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karakterizasyonu, bakterilerin morfolojisini, gruplamasini ve bu boyamaya tepkisini
belirlemek i¢in gram boyama kullanilarak gergeklestirildi. Makroskopik ve mikroskobik
tayinlere gore biyokimyasal testler (oksidasyon testi, jelatin hidroliz, katalaz testi, sitrat
testi, indol testi, oksidaz testi, nitrat indirgeme testi, kirmiz1 test metil ve Voges
Proskauer testi) Wirtz boyamas: yapildi ve Bergey'in el kitabindan smiflandirma

semalarinda Wirtz boyamasi yapildi.

Deneysel ve istatistiksel tasarim

Ham petroliin bakteriyel etkiyle pargalayici kinetigini temsil eden numunelerin analizi
icin tasarimin ayrintilarini vermektedir. Bakterilerin biiylimesini degerlendirmek igin,
homojen ortalama gruplarin1 ayirmak i¢in bir varyans analizi (ANOVA) ve bir tukey
testi yapildi. ANOVA'lar, Statgraphics Plus siirim 2,0 yazilimi kullanilarak
yuritiilmiistiir. Regresyon analizleri, istatistiksel program GraphPad Prism v 4.0
kullanilarak dogrusal olmayan regresyonlar uydurularak yapildi, Cizelge 3.2'te

gosterildigi gibi.

Cizelge 3.2 KRI topraklarina 6zgii iki bakteri susu tarafindan ham petroliin bozunmasi
icin deneysel tasarim

Ornekler Analiz Olciim siiresi (giin)
0 7 15 30
MSL kontrolii IR spektrofotometrisi X
MSL + Gerinim 1 * IR spektrofotometrisi X X X X
MSL + Gerinim 2 * IR spektrofotometrisi X X X X
Petrol Kimyasal X
* = ¢ift X'te bilyiitiilen suslar: degerlendirme giinleri
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4. BULGULAR

4.1 Toprak orneklerinin kimyasal degerlendirmesi

Topraklarin grantilometrik analizi, Cizelge 4.1'de detaylandirilmistir. Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.3'de Miran West, Sarqala ve Kurdamir sektorlerinde 0—20 cm ve 2040 cm
derinliklerde toplanan toprak orneklerinin kimyasal 6zelliklerini gostermektedir. Toprak
numunelerinin her biri ve ilgili derinlikleri iki durum sunar; etkilenen toprak ve kontrol
topragi, ham petrol sizintisindan ve muhafazadan etkilenmemis Ham petroliin topraklar
tizerindeki varyasyonlarini ve etkilerini belirlemek i¢in segilen parametreler: pH (suda),
Organik madde (%), Toplam azot (%), Mevcut fosfor (mg / kg), Degistirilebilir
Potasyum (mg / kg), Degistirilebilir Sodyum (cmol + / kg), Degistirilebilir Kalsiyum
(cmol + / kg), Degistirilebilir Magnezyum (cmol + / kg), Degistirilebilir Aliiminyum

(cmol + / kg) ve Elektrik Iletkenligi (dS/m).

Cizelge 4.1 Zeminlerin graniilometrik analizi

Toprak numunesi Kil (%) Silt (%) Kum (%) | Doku simifi
Kurdamir 40 20 40 Killi toprak
Miran West 10 20 70 Killi toprak
Sargala 10 30 60 Kumlu balgik
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Cizelge 4. 2 Topraklarin kimyasal analiz sonucu (Kiirdamir)

A L. ?rzt. OCrg TorlJ\:am C:N Mesc”t Filleel:lt(grln( ik
Derinlik (cm) | (H,0) @) | ©0) (%) (ng)/ (ds/m)
Ornek 0-20 6.8 35 2 0,17 12 5,1 0,18
kontrol 20-40 7,31 1,8 1 0,1 10 3.2 0,26
Kontamin 0-20 7.4 4.4 2,5 0,31 8,1 4 0,17
e numune 20-40 7,45 2,8 1,6 0,18 8,9 2,9 0,27
Miran West
Numune tipi Mat. | C N P Elektrikse
L pH . Mevcut |
Derinlik org. | org. Toplam | C:N . .
kg) (dS/m)
Ornek 0-20 6,9 2,1 1,2 0,12 10 75 0,43
kontrol 20-40 6,8 0,6 0,4 0,02 18 2 0,64
Kontamin 0-20 7,12 2,6 1,5 0,31 48 6,8 0,47
e numune 20-40 7,22 1 0,6 0,06 10 2 0,15
Sarqala topragi
Numune tipi Mat. | C N P Elektrikse
A pH . Mevcut |
Derinlik org. | org. Toplam | C:N . .
(cm) (H20) ) | (%) (%) (mg/ | iletkenlik
kg) (dS/m)
Ornek 0-20 45 8,6 5 0,08 14 4,2 0,17
kontrol 20-40 4,51 5,6 33 0,35 41 2,3 0,2
Kontamin 0-20 5,44 16,8 | 9,8 0,33 24 3,1 0,2
€ numune 20-40 5,45 7 4 0,41 12 1,9 0,22
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Cizelge 4. 3 Topraklarin kimyasal analiz sonucu (Kirdamir)

Ornek K Na Ca Mg Bazlarin Al-
tipi inter. Inter. Inter. Inter. toplam Inter.
derinlik
(cm) (mg/kg) | (cmol./K) (cmol,/Kg) | (cmol,/Kg) | (cmol./Kg) | (cmol./Kg)
Ornek 0-20 295 1,01 51 2,57 10,34 0,019
kontrol
20-40 162 2,56 4,31 2,52 9,8 0,019
Kontamine 0-20 215 2,38 6,47 2,02 11,42 0,017
numune 20-40 215 2,49 6,47 2,38 11,89 0,018
Miran West
Ornek K Na Inter. | Ca Inter. Mg Bazlarin | Al-Inter.
tipi inter. Inter. toplami
derinlik
Ornek (cm) (mg/kg) | (cmol./Kg) | (cmol./Kg) | (cmol,/Kg) | (cmol./Kg) | (cmol./Kg)
kontrol 0-20 190 0,36 3,36 1,67 5,87 0,015
Kontamine | 20-40 112 0,48 2,59 1,32 4,68 0,018
NUIACEE 0-20 102 0,29 1,91 1,01 3,47 0,012
20-40 92 0,27 2,94 1,1 4,54 0,014
Sarqala topragi
Ornek K Na-Inter. | Ca-Inter. Mg- Bazlarin | Al-Inter.
tipi Inter. Inter. toplami
derinlik
Ornek (cm) (mg/kg) | (cmol,/Kg) | (cmol./Kg) | (cmol./Kg) | (cmol./Kg) | (cmol./Kg)
kontrol 0-20 235 2,16 6,07 2,97 11,8 0,048
Kontamine | 20-40 114 0,1 4,88 2,51 7,78 0,012
numune 0-20 355 2,1 6,22 2,9 12,13 0,092
20-40 222 1,25 521 2,77 9,8 0,01
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Kurdamir ve Miran West sektorlerine ait topraklar hafif alkali ile hafif asidik aralikta
olup, degerleri pH 7,0 civarindadir. Sarqala topragi, kendi adina, giiglii asidik pH
degerleri sunar. Ham petrolden etkilenen topraklarda 0-20 cm derinlikten alinan
orneklerde pH'in yag ilavesiyle suya baglh degisimi kontroliine gore pH degerinde artis
gostermistir. Bu durum 20-40 cm derinlikteki ii¢ toprak i¢in de ayni sekilde meydana
gelmistir. Topraklarda ham petroliin etkisiyle pH artis1, her iki derinlikte de 20-40 cm
numunelerde Kurdamir toprag i¢in 0,14 pH birimi ve Sarqala toprak numuneleri igin
0,94 pH birimi artmistir. Hem Kurdamirs petroliinde hem de Miran West topraginda
topragin ilk 20 santimetresinde daha Onemli bir pH artis1 kaydedilirken Sarqala
topraginda pH artis1 her iki derinlikte de ayniydi.

Toprak profilinin derinligi arttik¢a topraklarin organik madde icerigi daha diisiik bir
konsantrasyon gosterir. Bu, tiim toprak tiirleri icin gecerlidir. Ancak incelenen
topraklarin organik madde igerikleri farklidir. Kiirdamir ve Miran West sektorlerinden
alinan toprak ornekleri, bolgenin mineral topraklarinin karakteristik bir durumu olan
%S35'in altinda degerler sunarken, Sarqala sektoriinden alinan toprak ornekleri, genellikle
daha yiiksek miktarda organik madde igeren topraklara karsilik gelen %8'in iizerinde

degerler sundu. Macellan bolgesinin ¢ayirlarinin topraklarinda tiretilir.

Her iki derinlikte de (0-20 cm ve 20-40 cm) ham petrol eklenmeden durumuna goére
dokiilen petroliin toprak Ornekleri tizerindeki etkisi degerlendirildiginde, topragin
organik karbon iceriginde ve dolayisiyla organik madde iizerinde bir artis tespit
edilmistir. Organik madde, daha derinlerde (20-40 cm) Miran West topraginda %0,4'liik
bir artis degerinden, yiizeysel tabakalarda (0-20 cm) Kiirdamir topraginda %38,2'ye
kadar degismistir. Ham petrol ilavesine bagli organik madde artiglar1, Kiirdamirs petrol
numuneleri (0-20 cm'de %0,9 ve 20-40 cm'de %1) ve Miran West (0-20 cm'de %0,5 ve
20-40 cm icin %0,4) i¢in her iki derinlikte de benzerdi, Sarqala toprak drneklerinde ise
ilk 20 cm toprakta ¢ok daha yiiksekti (40 cm'de 20 igin %1,4'e kars1 %8,2).

Topragin toplam azot igerigi, organik madde i¢in belirlenene benzer bir model izler.
Toprak profilinin derinligi arttik¢a topraklar daha diisiik bir toplam azot konsantrasyonu

sergiledi. Ham petroliin etkisi altindaki topraklarda toplam azot igeriinde bir artis
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olmustur, bu artis li¢ toprak ve her iki numune derinligi i¢in de gegerlidir. Toplam azot
icerigindeki bu artiglar, topragmn ilk 20 santimetresinde ¢ok daha fazladir. Bunlar,
Kurdamirs petroliindeki %0,14'liik bir artistan Sarqala topragindaki %0,25'lik bir artisa
kadar degismektedir. Ote yandan, degerlendirilen farkli toprak &rneklerinde 20-40 cm
derinlik i¢in toplam azot artiglart %0,04 ile %0,08 arasinda degismektedir, ¢izelge
4.2'de gosterildigi gibi. Degisim bazlarinin toplamini olusturan degisebilir potasyum,
sodyum, kalsiyum ve magnezyum igerigi Sarqala ve Kurdamir toprak 6rneklerinde 10
cmol +/kg'dan biiyiik degerler ve Miran West zemini i¢in 6 cmol +/kg'dan diisiik
degerler gostermistir. Toprak tabanlari, ham petrol ilavesinden dolayr degisebilir Ca
iceriginde bir artig gosterirken, K, Na ve Mg, baslangi¢c iceriklerini degistirme

konusunda net bir egilim gostermedi, Cizelge 4.3'te gosterildigi gibi.

Toprak oOrneklerinin mevcut fosfor (P-Olsen) simiflandirma degerlerini diisiik
kullanilabilir fosfor iken Kurdemir ve Sarqala i¢in ¢ok diisiik fosfor konsantrasyonu (5
mg/kg'dan az) olarak sunarken, Soil Miran West i¢in 7,0 mg/kg civarindadir. Ham
petrol ilavesine maruz kalmis topraklarda mevcut olan P konsantrasyonunda bir azalma
tespit edildi, bu durum daha yiizeysel tabakalarda daha 6nemli olmak iizere ii¢ toprak ve
iki numune alma derinligi i¢in gegerli bir durum olarak belirlendi. En yiiksek inis
degeri, 1,1 mg/kg'hk bir diisiisle Kurdamir ve Sarqala 0-20 cm toprag: tarafindan
sunulurken, Miran Bati 20-40 cm topragi mevcut P konsantrasyonuna gore farklilik

gostermemektedir, ¢izelge 4.2'de gosterildigi gibi.

Topraklarin elektriksel iletkenligi, degerlendirilen topraklarin tuzluluk artiginin bir
Olciisiinii verir (dS/m cinsinden ifade edilen degerler) ve tiim toprak Orneklerinin
iletkenligi diisiik (0,5 dS/m'den az) topraklar kategorisinde oldugunu gostermistir.
Ayrica, dokiilen ham petroliin etkisi nedeniyle topraklarin bu parametrede Onemli
degisikliklere ugramadigi da tespit edilmistir. Bu degerlerdeki degisimler, zeminlerin
taban toplamlarindaki degisimlerde gozlenenlere benzerdi, gizelge 4.2'de gosterildigi

gibi.
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4.2 Topraklarin canh heterotrofik bakteri popiilasyonlarimin sayisi

KRI'da toplanan ham petrolden etkilenen ve etkilenmeyen (kontrol) toprak drneklerinde
(0-20 cm ve 20-40 cm iki derinlikten) belirlenen canli heterotrofik bakteri

popiilasyonlarinin sayilarinin degerlerini gostermektedir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 KRI topraklarinda belirlenen heterotrofik bakteri popiilasyonlari

Bakteri popiilasyonu (x 102 CFU / g toprak)
Toprak Kontrol Toprag Etkilenen toprak Kontrol Etkilenen
(0-20 cm) (0-20 cm) Toprag (20- toprak (20-40
40 cm) cm)
Sargala 13,8 1,08 1,69 580
Kurdamir 13,2 1,33 1,21 1,57
Miran West 10,3 1,06 1,07 720
Koloni olusturan birimlerin (CFU) sayisin1 belirlemek icin magnezyum ile

zenginlestirilmis et suyunun seri diliisyonlar1 yapildi. Plaka sayis1 sonuglar1 Sekil 4.1'de

gosterilmistir.

Sekil 4.1 CFU plakasi sayis1 (En az seyreltilmisten (solda) en ¢ok seyreltilmise (sagda))

Cizelge 4.4'te en yiiksek bakteri popiilasyonunun (13,800 x102 CFU/g toprak) Sargala
sektoriinden alman kontrol toprak oOrneklerinde (0-20 cm) ve en diisiik bakteri
popiilasyonunun (580 x102 CFU/g toprak) tespit edildigi goriilmektedir, ham petrolden
(20-40 cm) etkilenen Sarqala sektoriinden alinan toprak Orneklerinde belirlenmistir.
Analiz edilen ii¢ durumda (kontrol topraklar1) toprak profilinin derinligi arttik¢a bakteri

popiilasyonunda belirgin bir azalma egilimi gézlemlenir.
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Ote yandan, kirlilik faktorii dikkate alinarak topraklar karsilastirildiginda, ham petroliin
dokiilmesinden ve hapsolmasindan etkilenen topraklarin, hidrokarbon etkisi olmayan
ayni topraklara (kontrol topraklar1) kiyasla onemli 6l¢lide daha diisiik popiilasyonlara
sahip oldugu gozlemlenebilir. Bakteri popiilasyonunda belirgin bir degisikligin olmadigi

20-40 cm derinlikte Kurdemirs petroliinde belirlenen popiilasyonlar harig.

4.3 Ham yagdan (AM + P) eklenmis mineral agar iizerinde bakteri suslariin

kiiltiirii ve secimi

Cizelge 4.5'te gosterildigi gibi, se¢im kriteri olarak 0,2 mm?2'ye esit veya daha biiyiik bir
gercek biiyliimeye sahip kolonileri kaydeden AM + P ortamindaki biiyiime testinde

secilen 13 bakteri susunu gostermektedir.

Ilgili susun izole edildigi sektdr ve derinlik, cizelge 4.5'nin ilk siitununda susa atanan
kod, ikinci siitunda koloninin ortalama biiylime biiyiikliigii ve ii¢lincii siitunda toprak
numunesi (ham petrolden etkilenmemis veya etkilenmemis) belirtilmistir. Cizelge 4.5'de
gosterildigi gibi, test edilen tiim suslar i¢in gergcek biiylimenin bireysel sonuglari

gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 Secilen bakteri kolonilerinin maksimum boyutu

Cc61 0,2 Ham petrolden etkilenir, Sargala, 0-20 cm

C26 0,25 Kontrol, Sarqgala, 20-40 cm

C40 0,23 Kontrol, Sargala, 20-40 cm

C42 0,2 Ham petrolden etkilenmis, Miran Wati, 20-40 cm
C43 0,41 Ham petrolden etkilenmis, Miran Wati, 20-40 cm
Cl147 0,26 Kontrol, Miran West, 20-40 cm

C152 0,33 Kontrol, Miran West, 20-40 cm

C103 0,24 Ham petrolden etkilenir, Kurdamir, 0-20 cm
C189 0,38 Ham petrolden etkilenir, Kurdamir, 20-40 cm
C177 0,22 Kontrol, Kurdamir, 0-20 cm

C179 0,28 Kontrol, Kurdamir, 0-20 cm

C180 0,74 Kontrol, Kurdamir, 0-20 cm

C88 0,51 Kontrol, Kurdamir, 20-40 cm
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gercek

biiylime
Sarqala toprak kontrolii (0-20 cm)
Koloni boyutu (mm) Ortalama Koloni boyutu (mm) Ortalama
g Giin 0 Giin 15 Gergek g Giin 0 Giin 15 Gergek
S Biiyiime = Biiyiime
E RI|L|A|]L|A (mm2) E] R L A L A (mm2)
Cl21|11(05|03|06|07 C131|{1|05|03|05] 05
2 105/04(09|05 0,06 2106|0307 |04 0,02
3105/03| 1|05 3103|03]09]|04
C122 | 11(03|02|07/06 c132|1 /04|03 |05]03
2 103/03|06|06 0,12 2105|0306 |03 0
3/104/03(08|06 3104 |04 |06 ]| 04
C123|11(02|02|02|0.2 C133|1 |04 )| 03|06 03
2 103(02|03]|0,2 0 2 (04|03 ]05]| 04 0,01
3103(02(03]|0,2 310202 04]|03
Cl24 |11 (03|02|03|03 Ci34 |1 03| 03|07 ] 07
202(02|03|0,3 0 2 03|02 |06 ]| 06 0,16
3102(02(03|0,2 3103|0207 07
Cl25 |1 (04|03| 1 (04 Cl35|1|05| 03 |05] 05
2 105/03|08|06 0,06 2105|0207 ] 06 0,03
3/103/03|06|04 3,08 03]08]| 05
Cl26 | 1 [04|03|09 |04 Cl36|1|02)| 02 |08] 06
2 /08(03|13|04 0,06 2103|0307 06 0,17
3/105/03(13|04 3103|031 08]| 06
Cl27 |11 1(02|02|06|06 Ci37 {103 |02|03] 03
2 103(02|09|04 0,13 2 102]02]03] 03 0
3/103(02|08|04 3102|021 03]02
Cl28 |1 (04|03| 1 |04 C138|1|03|03]|04]| 04
2 105/03|08|06 0,06 2 03|03 ]05]| 04 0,04
3/103/03|06|04 3103|602 )]08]| 04
Cl29 |1 1(03|03|04|04 Cl139|1|05|03|05] 05
2 103/03|05|04 0,04 2 06|03 ]07 ]| 04 0,02
3/103/02|08|04 3103|03]09]| 04
Cl30|1(04|03|07/05 Cli40|1|02)|01|02] 01
2 104]103|06|05 0,05 2102|0209 |04 0,05
3/103(03(08|04 3103|021 04]|03
AM + P'de yetistirilen Sarqala topragindan (20-40) cm izole edilen kontrol suslar1 igin gergek biiylime.
1/03|02|03]0,3 1102|0207 ] 05
€2l HTo2l02]03(03] o €L 2 To03 03|06 05| 013
3102]02/|03|0,.2 3104 |02 1 0,5
1(02(02|04|0,3 1102|0209 03
C32
C22 12(01]01|05]04 2 2 102|02]09]|04
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gergek
biiyiime (Devam)

3/02]02|061|0,3 3102 |02 1|1 05

c23 |1/03(02(03]|0,3 c33 1|03 02]|03]02
2|04]02|05]|0,3 0 2 102]02]02]|02 0
3/06|02|061|0,.2 310202 02|02

c24 |11/04]02(08|03 C34 | 1|03]03]|06] 06
2103|02|04|04 0,02 2 103|031 06]| 05 0,12
3/04)02|05]|0,3 3103|03 /08|07

c25 (1/03(02(03]|0,2 c3 | 1|04 03 |08]|04
2104103|04|0,3 0 2 1031 02 1 0,4 0,08
3/03|02/|03|0,2 3103|0309 04

c26 [1/03(02]12]|08 C36 | 1|02 02 |08] 06
2|04)02|08]0,6 0,25 2 103]03]07]| 06 0,17
3102]02|061|0,3 3/103|03)08]| 06

c2r (1/03(02|0,7|06 C3v | 1|02 02 |06 1|05
2/03|03|061|0,6 0,12 2 103]01]|08]02 0,06
3/04]03|08]0,6 3102|0207 02

c28 |1/02(02|02]|02 c38 | 1]02]01|02]01
2103]02|03]|0,2 0 2 02|02 |09]|04 0,05
3/03|02/|03]|0,2 3/103|02|04]|03

c29 (1/02(02|09]|03 C39 | 1]05]| 02 1 0,3
2103|03|05|04 0,03 2 1051 03 1 0,3 0,02
3/03|03|03|0,3 3104 |03 )|05]|03

C3 [(1(/04]03(/09]|03 C40 | 1|02 02|12 ] 06
2103|03|08|04 0,02 2 1031 02 1 0,5 0,23
3/04|03|05|04 3102020903

Kirlenmis Sarqala topragindan (0-20 cm) izole edilen suslar i¢in gercek biiylime AM + P,

c6l1 [1/03(03]| 1 1 C71 110402 |08 06
2103|03|09|04 0,2 2 06|04 |11 |04 0,06
3/03|03|061]05 3107 ]| 04 1 0,5

ce62 [1/03(02|04]02 C72 1104020903
2104(04]04|04 0 2104|0207 |05 0,08
3/03/03/|03|0,3 3106 |03]11]05
1(02(02|04|06 1106 | 03 1 0,4

Cé3 |2|04]04|06| 1 0,07 ci3 | 2|04)03]08] 04 0,05
3/03|03|03|04 3103|0306 1|05
1/04(03|08]|0,6 110404 |06 | 06

ce4 [2(02(02|06]|06 0,15 ci4 |2 |04| 04|06 |06 0,03
3102102 | 1 |04 3/05|03]06 1|04

ces5 [1/06(03| 1 |04 C75 1,06 04|11 ] 07
2104]103|08|04 0,05 2 04|04 | 11|06 0,1
3/03|03|061]05 3/05|04]08] 04
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gergek

biiyiime (Devam)

1]04]04]06]06 1]05] 0506 05
C66 04 l04]06]06] 003 | C® [ 203030603 0
3/05]03|06]04 3]03|03|04]04
1]06]04|11]07 1] 05| 03|09 |06
C67 To0al0a]11]06] o1 CT T 0a] 03] 0705 009
3/05]04]|08]04 3] 04]02]08] 04
1]05]05]06]05 1] 05| 03| 06|07
C68 103030603 0 C8 T 05| 040905 006
3/03]03|04]04 30503 1 |05
1]05]03|09]06 1] 0402|0806
C69 040307 05| 009 | C® [2]06| 04|11 ]04a]| o006
3/04]02|08]04 307 04| 1 |05
1]05]03]06]07 1]04] 03] 1|04
C0 HTo5 0400 05| o006 | 8 [2 05| 03|08 06]| o006
3/05(03| 1|05 3030306 04
AM + P'de kontamine Sarqala topragindan (20-40 cm) izole edilen suslar igin gergek biiyliime,
102020202 1]02]02]06]03
€l % To02l02 0202 0 Cll T 03] 03|06 04| o004
3/02]02]02]02 304 03]09] 04
1]/03]03|03]03 1]03]03]|03]03
€2 HTo3l0303]03 0 € 0303|0303 0
3/04]03]04]03 3]03]03]03] 03
1]04]0204]02 1] 03] 03] 07|05
S 2702020202 0 C13 210303 |08] 04| 006
3/03]03|03]03 3| 04]03]07] 05
1]04]03[07]05 1] 05| 03| 08|05
€4 12702020505 o005 Cld T o202 1 [05] o1l
3/03]03|04]04 30402 05] 04
1]02]02]02]02 1] 03] 020402
S HTo3l0203]02 0 C15 T 02 02 | 03| 02 0
3103]03|03]03 30302 04] 03
1]/03]02|04]03 1] 03] 03] 04|04
6 HTosl03l05]04a] o002 | “® [ 210402 05] 03| o001
3/03]03|05]05 302 02]03] 03
1]02]02|08]05 1]03]03]| 1|04
7 STo2l02l06]05] o01a | Y [ 210302 05] 03| o003
3102]02]06]05 30302 03] 03
1]02]02]02]02 1] 03] 02]03]03
C® HTo02(0202]02 0 C18 3 T02] 02 03] 03 0
3/03]02]03]02 30202 03] 02
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gercek
biiyiime (Devam)

1]04]03[05]04 1]03]02]03]02

C oloalo03lo5]04a] o001 | “® [2 02020202 0
3]04]03]|05]04 30202 02] 02
1003030403 1] 02|02 06] 04

C10 HTosl03 05 04| 002 | “® [2 0202 |05 ]| 04| o006
3]03]03]06]04 303 02]05] 04

AM + P'de yetistirilen Control Miran West (0-20 cm) topragindan izole edilen suslarin gercek

biiylimesi,

1]04]03]06]05 1]04]02]08]03

221 5103|0205 ]04] 003 231 [ 2] 03] 02|04 04]| 002
3]04]02|05]04 3] 04|02 05] 03
10403 1 |04 1]03]03]03] 03

222 510503 11]04] 006 232 5104 | 03 | 04 | 03 0
310303 1|04 3| 05| 03|05 03
1002020703 1]03]03]03] 03

223 5103|0108 03] 005 233 5104 | 02 | 04 | 02 0
3103]03|04]03 3007 02| 1 |02
1]02]01]06]02 1] 05| 0209 07

224 5 T04al01]06]02] 003 234 506 | 02|06 06]| o007
3/05]01]08]02 3| 05| 03|06 | 05
1]02]02]06]04 1] 03] 03]03] 03

225 510202 04 04| 005 235 504 | 02 | 04 | 02 0
3]04]02]06]04 3] 04|02 04] 02
1]04]04]06]04 1] 050207 05

226 5 T0al03| 1 |04a]| 003 236 504 | 03|06 05| 005
3]06]03]|08]|04 3| 04| 0306 05
1]01]01]03]01 1] 04| 0406 06

221 5102 02 0703] 005 237 503 03|06 05| 005
3/01]01]06]03 3] 04|03 06| 05
10403 1 |04 1] 03] 03]03] 03

222 510503 11]04] 006 232 504 | 03 | 04 | 03 0
310303 1|04 3] 05| 0305 03
1]02(02]07]03 1]03]03]03] 03

223 5103|0108 03] 005 233 504 | 02| 04| 02 0
3/03]03|04]03 307 02| 1 |02
1]02]01]06]02 1] 05020907

224 5 T0al01]06]02] 003 234 506 | 02|06 06]| o007
3/05]01]08]02 3] 05| 03|06 | 05

AM + P'de yetistirilen Control Miran West (20-40 cm) topragindan izole edilen suslarin gergek

biiyiimesi,

141 |1]03]03]04]03 151 |1]02]02]08] 02

03102]04]03| o001 2 | 05|02 06| 02 0
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gercek
biiyiime (Devam)

3102)02|04|03 3103|02]03]02
142 11/05(03(08|05 152 1105|0207 |04
2106|103 |12|07 0,13 2104 |03]| 14|07 0,33
3104|04|14/05 3103|103 ]| 14|08
143 |1/04)01]05]0,2 153 1103]03]03]|03
2103|103 |04|04 0,01 2104 |03]05]05 0,02
3{0101|03|01 310202 |04 |04
1705030704 1103|0208/ 03
144 |2/105/|02|0,7|03 0,03 154 2 104 |02 1 0,3 0,04
3/04|04/|06|06 3103|02]03]02
1/05(04|05|04 110503 ] 11|04
145 12|05(03|05|03 0 155 2 103|03]|09]03 0,03
3/05/03|05|0,3 3/05|03]|08]04
1/05(03| 1 |05 1107 1]02] 12|03
146 |2 |05(03| 1 |05 0,11 156 2 106 03|11 ]03 0,04
3{03|03| 1 |05 3105|103 |11 )04
1105051512 1102|02)]09 |06
147 |2|04)03|04]|03 0,26 157 2 104 |03|11 |06 0,2
3104103 |12|04 3104 |03 1 0,5
111 1(02| 1|02 1/05|02)|06 |04
148 |2|06(02|06|03 0 158 2 103|02]|04]04 0,03
3/03|02|04|0,3 3102 |02]|04 ] 04
1/03(03|08|0,8 1/04|03]06 |05
149 |2/04/|03|09]|04 0,12 159 2103 |02]|05]04 0,03
31031020903 3104 |02]|05]04
1/04(03(11]|0,3 1102]02]05]|02
150 (2|04 02|11]|0,2 0,01 160 2104|0206 |02 0
3105020903 3103|02]05]02
AM + P'de yetistirilen Kirlenmis Miran West (0—20 cm) topraktan izole edilen suglarin gercek
biiyiimesi,
1/03(03|04|04 1105|0206 |02
200 |2(03|03|05|04 0,04 211 2 103|02]03]02 0
3/03|02|08|04 3103|03]03]03
1102(02|02]0,2 1102]02]03]|03
202 (2(02/(02]0,3|0,3 0 212 2102|02]03]03 0,01
3/103/|02/|03|0,3 3102|02]03]02
1/03(02|05|03 1/103]01]03]|02
203 |2(04(02|06|03 0,01 213 2104 |04]|04]05 0
3/02)01|03]01 3104 |02 04|02
1/04(02|05|0,3 1/103]02]05]|03
204 |2(03(02|05|05 0,05 214 2104 |02)|081]03 0,05
3/03|02|061|05 3106 |03 1 0,5
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gercek
biiyiime (Devam)

1/04(03(04]0,3 1105|0306 |03
206 {2(03/03]|0,3|0,3 0 215 2103|0204 )03 0
3/104(03|04|0,3 31040210402
1/02(01|06]0,2 1104|0404 |04
206 (2(04/01]|06]0,2 0,03 216 2|06 |04 |06 |04 0
3/105({01|08|0,2 3104|0304 )03
1/04(02|08]|0,3 1106|0208/ 03
207 (2(03|02|04|04 0,02 217 2103|0306 |03 0,02
3/104(02|05|0,3 31040210703
1/03(03(03]0,3 1103|0307 ]|0,3
208 2104030403 0 218 | 2]03]03]05]03 0
3/105({03|05(0,3 3103|103} 05]03
1/03(02|06]0,3 1/08]02) 08103
209 (2(03|01]|06]0,2 0,02 219 210202 |03]|04 0,01
3/104(02|05|0,2 3103|0304 )04
1/03(03(04]0,3 1104|0204 |02
2100 (2(04/02|05|03 0 220 2102 )|021|05]| 03 0,01
3103(03[03|0,3 3102|021 03] 03
AM + P'de yetistirilen Toprak Kirlenmis Miran West (20-40 cm)'den izole edilen suslarin gercek
biiylimesi,
1,08(02|08]0,3 1103|602/ 04|03
41 2102(02|03|04 0,01 51 2104040504 0,01
3/103(03|04|04 3103|0204 )03
1103(03| 1 |05 1105|0309 |04
42 2103(03|16|05 0,2 52 2103|021 05] 05 0,05
3104(03|14|05 3105|0307 ] 06
1/04(03(08]|12 1102|602/ 08|02
43 2103(03|16(09 0,54 53 2105|0206 |02 0
3/104(02|12|08 3103|021 03] 0.2
1103(03(03]0,3 1103|02)|03]|0,3
44 2102(02|02|0,2 0 54 2104|021 05] 03 0
3/104(03|041|0,3 3|/06 |02 06|02
1103(03(03]0,3 1103|02)|03]|0,3
45 2|104(03|04(03 0 —r 2 | 04 ]02] 05|03 0
3/105({03|05(0,3 55 3106|0206 |02
1/03(02|04]0,3 1102|0208 02
46 2|104|04|05|04 0,01 56 2105|0206 |02 0
3/103(02|041|0,3 3103|021 03]0.2
1/05/03(09]|04 1103|0304/ 03
47 2103(02|05(|05 0,05 57 2103|0204 )03 0,01
3/105(03|0,7|0,6 31020210403
48 1/03(02(03]0,3 58 1102|0202 0,2
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gercek

biiyiime (Devam)

3/06(02]|06]|0,2 3/103]02]03]02
1104(02]08]0,3 1103]01]09]03
49 2103020404 0,02 59 2 ,103]02]06 |05 0,12
3/04(02]05(03 3103 |01 1 0,3
1103(03(0,3]|0,3 110202 ]| 04|02
50 21041030403 0 60 21021]02]03]02 0
3/05/03/05(0,3 3/103]02]03]02
AM + P'de yetistirilen toprak Kurdamir kontroliinden (0-20 cm) izole edilen suslarin gergek biiyiimesi,
1104(03]05]|05 1105|0212 ] 06
ci61 |2|11(02|14]03 0,02 ci71 | 2 (06 | 03 | 14 | 05 0,19
3/06(03|07(|04 3103102 1 0,4
1103(02] 1 |05 1105|03]|05]03
Cl62 |2|04(02|14]03 0,13 ci72 | 2 (0302|0302 0
3/05(02]14(03 3/103]03]03]0,3
1103(03]13]|0,3 1106 |04]| 09|04
Cl64 | 2|02(02|14]03 0,11 Ci74 | 2 {02 | 02 | 13 | 06 0,17
3/102(02(12|04 3104 1]03]0,7] 05
1103030904 1/103]02)|09 |04
Ci65 |2|04(02| 1 |03 0,05 Ci7s5 | 2 (04 | 03 |12 | 05 0,12
3/03(03|0,7|04 3/041]03]08] 05
1104(03(04]|04 1/103|03]| 08| 04
Cl66 | 2|04(03|06]|04 0,01 cit6 | 2 | 03 |03 | 11|04 0,05
3/04(03|05(05 3 /0303|0604
1107(02] 11|03 11]102] 02 1 0,6
Ci67 | 2|05(03|11]|04 0,06 cirr | 2 {04 |02 | 13 | 05 0,22
3/05(03/09|0,5 3106 |03 1 0,5
111 1(02]16]0,.2 1103|021 03|02
C168 | 2|05(0,2|0,7]0,2 0 ci78 | 2 | 02 | 02 | 02 | 0,2 0
3/04(02]0,7/0,2 3/1021]02]02]02
1103(03|15]|05 1]103]03]| 16| 06
C169 |2|04(02| 1 |06 0,18 ci79 | 2 {05 |03 | 14 | 06 0,28
3/03(03/09|04 3104 |02 1 0,5
1106(02]09]05 1102|0212 08
Ci170 {204 (02| 1 |03 0,08 ci80| 2 (020216 | 09 0,74
3/03(03(13|04 3 /0101|2204
AM + P'de yetistirilen kontamine Kurdamir topragindan (0-20 cm) izole edilen suslarin gergek
biiyiimesi,
C101 {1|/05(03|05]|05 C111 051031 11| 05
2/06(03|07/|04 0,02 0,3 | 0,3 1 0,4 0,06
3/03(03/09|04 04 03] 11103
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gercek
biiyiime (Devam)

1(05{03|05|05 1105]03] 11|05

Cc101 (2)|06(03(07|04 0,02 Ci11 | 2 | 03 | 03 1 04 0,06
3/103(03[09|04 3104031103
1/04/03|07]|04 1106|0314 | 04

C102 |2|05(02|0,7(05 0,07 ci1i2 | 2 |04 03|09 |04 0,09
3103(03[09]|05 3105]|03 1 0,6
1/04(02|15|05 1107 ]03] 14|05

C103 (2)|06(02(09]|03 0,24 Ci13 | 2 |04 | 03|09 ] 05 0,08
3/{05|04(|14/08 3104 )| 04 1 0,4
1/06({03|06]|03 1/05|04|05]|04

ci04 |2)0,7{03|0,7(03 0 c114 |2 |06 | 03 | 06 | 0,3 0
3/106(03|061|03 3|06 |04 |06 |04
1106031105 1105|0408/ 06

C105 |2|05|03|0,7(04 0,06 cii5 (2 03 |03]|05]|05 0,07
3/{05|03| 1 |04 3,104 /|03]|08] 06
1/04(03(11|04 1/103]03]05]|03

Cl06 (2105|103 (12|04 0,05 Cli6 | 2 | 05| 03 | 06 | 04 0,01
3/03|03/|08]|03 3105|003 |06 1|04
110703 1|05 1102|0202 02

cio7 |2)|06|04|0,7|06 0,08 ciiv (2 03 |03]| 03] 03 0
3/106({04| 1 (08 3104|0404 )| 04
1/05/03| 1 |04 1102|0204 |03

c108 |2|05(03|15(04 0,12 cii8 2010105 ]| 04 0,06
3102|0212 |04 3102|02)| 06|03
1(02(02|05|05 1,06 |03]08]| 06

C109 (2)105(03(07]|05 0,1 Cl19 | 2 |04 | 04 | 08 | 05 0,04
3103|103 |11|05 31]05|05 |06 |06
110302 1|05 1107 |03 1 05

C110 |2|04 (03|14 (04 0,11 cizo | 2 |06 | 03 |09 | 04 0,04
3/106(03[09|04 3105|0307 ] 04

AM + P'de yetistirilen kontamine Kurdamir topragindan (20-40 cm) izole edilen suglarin gercek

gelisimi,

1102(02(05]|05 1701|0105 ]|01

c181 (2)|05(03(07]|05 0,1 cl912)01]01|03]01 0
3103|103 |11/|05 3104|0206 |02
1/04(03|08|03 1/103]01]03]|02

c182 (2)07(02(09]|03 0,01 C92 | 2)02)]02|02] 02 0
3/104(03|08|0,3 3104010403
1/04(03(11|04 1102|0203 02

C183 |2|05(04| 1 (05 0,05 ci93 |2 04 |03]|05]|03 0,01
3/108(03|11|04 310303 ]05]04
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Cizelge 4.6 AM + P'de yetistirilen topraklardan izole edilen kontrol suslar1 i¢in gercek
biiyiime (Devam)

1(05(02|08|04 1105 ] 02 1 0,2

Cc184 (2)104(02(05]|02 0,02 Cl94 | 2 |105]03 |14 ]| 04 0,06
3102(02(02|0.2 3105|0314 |04
1/04/04|06|04 1701|0108 03

Ci85 |2|04|03| 1 (04 0,03 Ci95 (2 02| 02]| 04|03 0,06
3/106(03[08|04 3101|0104 )02
1/04(03|04|03 1103]02)]11 |04

c18 (2)|06|03]06]|03 0 Cl% | 2 |103]02|08] 04 0,12
3/07103/|0,7]0,3 3103|03]|08]05
1/04(03|06|03 1/103]03]05]|03

ci87 |2)|03(03|0,7 (04 0,04 ci97 | 2 105|103 |06 |04 0,01
3/103(03|11(04 3 /1050306 |04
1104031405 1102|602/ 02|02

Cci88 |2|104(|03| 1 (04 0,12 ci98 (2 03|03]|03]|03 0
3103|103 |13|04 3104 |04|04]04
1{03(03|13|09 1,04]03]06 |03

c189 (201010607 0,38 C199 | 2|03 ]03|07 ]| 04 0,04
301010705 3103 |03|11 )04
1/01(01(02]0,2 1104|0314 |05

C19%0 |2|01{01|04(03 0,02 c200 |2 |04 |03 1 04 0,12
3102(02|05|0,2 3103031304

Cizelge 4.9'da gosterildigi gibi, segilen 13 susun maksimum koloni boyutunun, ortalama
0.74 mm?1ik bir gergek biiylime ile C180 susu tarafindan sunuldugu goriilebilir. Bu sus,
Kurdamir'in 0-20 cm derinliginde toplanan kontrol toprak 6rneginden izole edilmistir.
Cizelge 4.6'da ise, bakteri kolonilerinin maksimum boyutlarinin, hem kontrol
topraklarindan hem de ham petrolden etkilenenlerden 20-40 cm derinlikten izole edilen

suglar tarafindan sunulma egiliminde oldugu goriilmektedir.
Cizelge 4.7 'te gosterildigi gibi, ham yag ilaveli mineral et suyunda (CM + P) biiyiime

testlerinde kullanilacak bes tanesini se¢mek i¢in secilen 13 susun tabi tutuldugu

istatistiksel analizin sonuglarini géstermektedir.
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Cizelge 4.7 Secilmis 13 bakteri susu i¢in istatistiksel analiz

Zorlanma Tekrarlar Ortalama (mm?) Homojen Gruplar
C42 3 0,2 a
C61 3 0,2 a
C177 3 0,22 a
C40 3 0,23 a
C103 3 0,24 a
C26 3 0,25 a
C147 3 0,26 a
C179 3 0,28 a
C189 3 0,38 a
C152 3 0,4 a
C43 3 0,41 ab
Cs8s8 3 0,51 ab
C180 3 0,74 b

Secilen diger suslarin kolonilerinin geri kalanindan ¢izelge 4.11'de gézlemlendigi gibi,
15 gin boyunca (AM + P) kiiltiirlendikten sonra se¢ilen on ii¢ bakteri susu i¢in
ANOVA analizi, C180 susunun kolonilerinin (0,74 mm?) gercek biliylimesinin
istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterdigini gosterir (p < 0,005). C189, C152, C43
ve C88 suslarinin kolonileri, birbirleriyle karsilastirildiginda biliyiimelerinde istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gostermeseler de, en yiiksek ortalama biliylime degerlerini

sunduklari i¢in secilmislerdir.

4.4 Ham yag (CM + P) eklenen mineral et suyunda bakteri tiirlerinin bilyiimesi

Secilen bes bakteri sugsunun, 15 giin boyunca ham yag (CM + P) eklenmis mineral et
suyunda kiiltiirlerinden sonra biiylimesinin sonuglarini gosterir. Bu test i¢in bir se¢im
kriteri olarak, gram olarak ifade edilen bakteri kiiltiirliniin taze agirhigindaki artig tahmin

edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 Yag eklenmis mineral et suyunda bakteri kiiltlirlerinin taze agirlig

Secilen bakteri kiiltiirlerinin ortalama taze agirhg:
(g Bakteriyel Pelet / 1000 mL CM+P)

Zorlanma Test giinii 0 Test giinii 15
C180 0,01 0,02
C189 0,01 0,01
C152 0,02 0,02
C88 0,02 0,03
C43 0,03 0,03

Cizelge 4.11'de goriilebilecegi gibi, denemenin sonunda (15 giin) taze agirliktaki en
biiyiik artis C180 ve C88 suslarimin (0,01 g / 100 mL) kiiltiirlerinde kaydedilmistir, test
edilen suslarin geri kalani agirlik artisi1 kaydetmedi. Bu nedenle, ham petroliin

pargalayici kinetigini gergeklestirmek icin C88 ve C180 suslar1 se¢ilmistir.

4.5 Ham petroliin parcalayici kinetigini gerceklestirmek icin bakteri susunun

taksonomik tespiti

Secilen iki sus i¢in belirlenen morfolojik, boyama, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikler
belirtilmistir ve bunlar, Bergey'in bakteriyolojik tanimlama kilavuzundaki tan1 tablolar
ile karsilastirildiginda, calismadaki suslarin taksonomik tanimlanmasina izin vermistir,

Cizelge 4.9'da gosterildigi gibi.

Cizelge 4.9 Secilen bakteri suslarmin taksonomik tespiti

Morfolojik, boyama, fizyolojik Bakteri soylari

ve biyokimyasal 6zellikler C180 C88
Bakteriyel hiicre sekli Basiller Basiller
Bakteriyel hiicre grami Pozitif Pozitif
Wirtz lekesi Pozitif Pozitif
Bakteriyel endospor olusumu Pozitif Pozitif
Bakteriyel endospor formu Eliptik Eliptik
Bakteriyel endospor pozisyonu Merkezi Merkezi
Katalaz testi + +
Oksidaz testi - -
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Cizelge 4.9 Ham petroliin pargalayici kinetigini gerceklestirmek icin segilen bakteri
suslarinin taksonomik tespiti (Devam)

Metil Kirmizi Testi (Asit) + -
Voges Proskauer testi (asetoin) - -
Nitrat azaltma testi + +
Nisasta Hidrolizi + N
Anaerobiyozda Biiyiime + -

Pozitif Test = (+). Negatif test = (-).

Secilen iki bakteri susunun morfolojik ve boyama oOzelliklerine ve fizyolojik ve
biyokimyasal test sonuglarina gore her ikisinin de Bacillus cinsine ait oldugu belirlendi.

C180 susu Bacillus coagulans'a ve C88 susu Bacillus brevis'e karsilik gelir.

4.6 Ham petroliin fonksiyonel gruplarimin bozunmasinin belirlenmesi

Kizilétesi spektrofotometri ile elde edilen okumalar, absorbans ve radyasyon frekansi
arasindaki iligkiyi temsil eder, boylece incelenen ham petroliin ana bilesen gruplarinin
bir okumasini saglar. Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, ham petrol kontrol numunesi “Ham

petrol” (Sifir Giin) i¢in bir spektral okuma gosterilmektedir.
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Sekil 4.2 Kontrol ham petroliiniin kizil6tesi spektrumu
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Ham petrol kontrol numunesinin kizilotesi spektrumunun okunmasi Sekil 4.2'de
gosterildigi gibi, ii¢ ana bolgeye ayrilabilir, bunlar: 1) 4000 - 2500 cm™ arasindaki,
organik bilesenleri hidrojen veya iiclii baglantilar ile basit baglar sunan bdlge 2) 2000 -
1500 cm™ arasinda, cift bag gosteren organik bilesenlere sahip bdlge ve 3) 1500 - 400
cm™ arasinda, hidrojen olmadan organik bilesiklerin belirgin bir sekilde baskin oldugu

bolge.

Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, ayrica parafin tipi yaglar i¢in tipik olan 5 tepe noktasinin
varligimi gsterir. Bunlardan birincisi 2950 cm™ frekansinda kendini gsterir ve esas
olarak metil gruplarina karsilik gelir, ikinci absorpsiyon tepe noktasi 1468 cm™
frekansina karsilik gelir ve biiyiikk bir Metilen / Metil bandina karsilik gelir, ti¢lincii
absorpsiyonun kaydedilen frekans: tepe noktasi en yiiksek 1377 cm™ frekansi ve zayif
bir Metil bandina karsilik gelir, dérdiincii ve son absorpsiyon zirvesi 721 cm™
frekansinda kaydedilir ve ek bir Metilen bandina karsilik gelir. Bir ham petrol spektral

okumasi i¢in 6nemli olan diger fonksiyonel gruplar ve bunlarmn ilgili frekans araligi

asagida belirtilmistir.

4.6.1 Bacillus coagulans tarafindan ham petroliin parcalayici Kinetigi

Ham petroliin degradatif kinetigi icin okumalarin yapildigi giinler i¢in belirlenen
sonuclar yani sifirmnci giin (Kirmizi) igin "A" harfi ile, giin i¢cin "B" harfi ile yedi
(Celeste), onbesinci giin i¢in “C” harfiyle (Macenta) ve otuz giin i¢in “D” harfiyle
(Mavi) gosterilmektedir, Sekil 4.3'te gosterildigi gibi.
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Sekil 4.3 C180: Bacillus coagulans susu ile bozunma kinetigi

Genel olarak, ham petroliin fonksiyonel gruplarinda en biiyiikk azalmanin bozunma
kinetiginin yedinci (B) giiniinde meydana geldigi gortilebilir, bu bozunma testin on bes
(C) ve otuz (D) giinlerinde daha az yogunlukla devam eder. Yedinci giinde, doymus ve
doymamuis alkan gruplarinin, belirli aromatik gruplarin, terminal alkinler ve aldehitlerin
baskin oldugu toplam hidrokarbon sektorii - TPH (2850 cm™ ila 3000 cm™) disinda

hemen hemen tiim fonksiyonel ham petrol gruplariin bozulmasi gézlemlenebilir.

Bacillus coagulans'in bozundurucu etkisinden en g¢ok etkilenen fraksiyonlar arasinda
3000 cm™ dalga boyunun iizerinde olusan sektdr bulunur, spektrumun bu boliimii
alkoller, fenoller, aminler ve ayrica alkan fonksiyonel gruplarinin doymus hidrokarbon
tarafi ve doymamis taraftaki belirli aromatik gruplar varlig1 agisindan ¢ok zengin bir
sektorii temsil eder. Bu sekilde, kizilotesi spektrumda, testin yedi giliniinde bu
fonksiyonel gruplar i¢in, 3000 cm™den biiyiik okumada mevcut fonksiyonel gruplarin
%66,8'lik bir azalma ile belirgin bir azalma agik¢a gozlemlenir. Onbesinci giinde
bozulma olmasina ragmen, testin ilk haftasinda kaydedilen 6nemi saglamaz, c¢iinkii
testin yedi ila on besinci giiniinden onbesinci giine kadar fonksiyonel gruplardaki

azalma sadece %1,1'dir.
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S6z konusu fonksiyonel gruplarda bir artisin gézlendigi 30 6l¢tim giiniinde ise farkli bir
durum gozlenmektedir. Fonksiyonel gruplarin konsantrasyonundaki bu artig, 6lgiimiin
on besinci giinlinde var olan konsantrasyonu iki katindan fazla arttirdi (fonksiyonel
gruplarin  konsantrasyonu %78). Toplam petrol hidrokarbonlar1 (TPH) olarak
adlandirilan 2850 cm™ ile 3000 cm™ arasindaki sektérde, agirlikli olarak doymus alkan
gruplar1 ve aromatik halkalar hakimdir ve ancak 6l¢iimiin 30 giliniinde kayda deger bir
bozulma tespit edilmistir. Bu bozulma, testin sifirinci giiniinde Olcililen degere gore
%71'e tekabiil etmektedir. Ote yandan, 2800 cm™ ve 2700 cm™ arasindaki frekans
degerleri, Ol¢limiin yedinci gilinlinden otuzuncu giiniine kadar kismi bir bozulma

gosteren iki aldehit grubu zirvesi kaydeder.

Cift bagh gruplarin (anhidritler, esterler, aldehitler, ketonlar, karboksilik asitler ve
amidler gibi) baskmn oldugu 1500 cm™ ile 1900 cm™ arasindaki sektorle ilgili olarak,
bugiine kadar on bes Ol¢iime kadar s6z konusu fonksiyonel gruplarin
konsantrasyonunda bir artisin kaydedildigi otuzuncu giinde bu durumu degistirerek
bozulmaya ugramazlar. Benzer bir durum, 2000 cm™ ile 2700 cm™ arasinda meydana
gelen, alkin fonksiyonel gruplarinin ve esas olarak nitrojen bilesiklerinin baskin oldugu
bir durumdur, bu bilesiklerin 6l¢iimiinde onbesinci giline karsilik gelen bir azalma

vardir, ancak spektrumda bu gruplarin otuzunda giinde bir artis tespit edilmistir.

Son olarak, sirasiyla metilen / metil, metil ve metilen tepelerine karsilik gelen 1470 cm-
1, 1380 cm™ ve 725 - 720 cm™ segmentlerinde temsil edilen tipik alifatik bantlarin tepe
noktalar1 i¢in (doymus alkanlar, aromatik bilesikler, alkin gruplar1 ve digerleri arasinda
klorlu bilesikler gibi fonksiyonel gruplar), farkli durumlar kaydedildi. Bir yandan
metilen/metil ve metil pikleri (1470 cm™ ve 1380 cm™) 30 giine kadar (sirastyla %72,3
ve %51) bozulma gdstermezken, 725 -720 cm™ pik i¢in bir metilen bandi ile temsil
edildiginde, ikinci dl¢limden sonra bozunma meydana gelir (sirastyla %66,35 ile 15 giin
ve %89,57 ile 30 giin ve %22,7 ile 15 giin ve fonksiyonel grup gradyanlarinin %63'i ile
30 giin).
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4.6.2 Bacillus brevis ile ham petroliin bozunma kinetigi

Sekil 4.4'te gosterildigi gibi, C88: Bacillus brevis susu ile bozunma kinetigine (0-30

giin) tabi tutulan ham petrol numunesinin okumasi gosterilmektedir.
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Sekil 4.4 Bacillus brevis (C88 susu) ile ham petroliin bozunma kinetigi

Sekil 4.4'te gosterildigi gibi, ham petroliin pargalayici kinetigi i¢in okumalarin yapildig:
giinler i¢in belirlenen spektrumlar yani sifir giin i¢in "A" harfi (Kirmizi) ile "B" harfi
yedi (Celeste), onbesinci giin i¢in “C” harfiyle (Macenta) ve otuz giin i¢in “D” harfiyle
(Mavi) belirtilmistir.

Sekil 4.4'te gosterildigi gibi, goriilebilecegi gibi, ham petrol ham petroliiniin fonksiyonel
gruplarinin ¢ogunda 6nemli bir azalma, esas olarak bozunma kinetiginin yedinci
giintinde (B) gergeklestirilen 6l¢climde kaydedildi ve on bes giinden sonra daha yavas
devam etti ( C) . Otuz giinliik 6l¢timde (D) yagin belirli fonksiyonel gruplarinda da bir
diisiis gdzlenmesine ragmen, diger fonksiyonel gruplarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle bu
Ozel bir analiz gerektirir. Sekil 4.4'e gore, sektorde alkoller, fenoller, aminler ve
hidrojen ile basit baglar sunan bilesikler ve alkanlar ve belirli aromatikler gibi
fonksiyonel gruplar agirlikli olmak iizere 3000 cm™ dalga boyunun iizerinde olusan
sektor. Bu fonksiyonel gruplar i¢in testin yedinci giliniinde 6nemli bir azalma belirlendi,
on besinci giinde daha az bozulma kaydedildi. Boylece 7 giinde fonksiyonel gruplar

%71,3 ve 15 gilinde %78,9 oraninda degrade olmustur. Bacillus coagulans'ta meydana
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gelene benzer bir durum, degradatif kinetigin 30 giiniinde de kaydedildi ve s6z konusu
fonksiyonel gruplarda bir artis, konsantrasyonu arttirdi. Ote yandan, doymus alkan
gruplarmin  (TPH) baskin oldugu 2850 cm™ ile 3000 cm™ arasindaki sektorde,
degradatif kinetikte sadece 30 giinde % 64,4'e ulasan kayda deger bir bozulma
kaydedildi. 2800 cm™ ve 2700 cm™ arasindaki frekans degerleri, aldehit gruplarma
karsilik gelen iki tepe noktasini temsil eder ve kinetigin yedinci gilinlinden otuzuncu

giinline kadar kismi bir bozulma sunar.

Cift bagh gruplarin (anhidritler, esterler, aldehitler, ketonlar, karboksilik asitler ve

! ile 1900 cm™ arasindaki sektdr icin,

amidler ve digerleri) baskin oldugu 1500 cm’
dl¢iimiin on besinci giiniine kadar bozulmaya ugramazlar. Ol¢iimiin 30 giinii igin, sdz

konusu fonksiyonel gruplarda bir artis ile durum degisir.

Benzer bir durum, 2000 cm™ ile 2700 cm™ arasinda, alkin fonksiyonel gruplari ve esas
olarak nitrojen bilesiklerinin baskin oldugu bir durumdur, bunlar, on besinci giine,
karsilik gelen Ol¢iime kadar bu bilesiklerde bir azalma gdsterir, otuzuncu giine ise

6l¢iim, spektrumda bu gruplarda bir artis gosterir.

Son olarak sirastyla metilen/metil, metil ve metilene karsilik gelen 1470 cm™, 1380 cm™
ve 725-720 cm™ bantlar igin farkli durumlar ortaya c¢ikmaktadir. Bir yandan
metilen/metil ve metil pikleri (1470 cm™ ve 1380 cm™) lgiimiin 30 giiniine kadar
sirastyla %71,7 ve %52,3 ile bozulma gdstermezken, 725-720 cm™ band i¢in bu durum
yedinci giin itibariyle tespit edilmistir, 725 cm™ band: igin, yedinci giinde bozulma
%47,3', 15 giinde %59,4'c ve son olarak 30 giinde %82,3'e ulagmaktadir. 720 cm™
band1 i¢in yedi, on bes ve otuzuncu giinlerdeki bozulmalar sirasiyla %21, %38 ve

%60't1r.

4.7 Bozunma hizinin belirlenmesi

Cizelge 4.10'de gosterildigi gibi, segilen her bakteri susu i¢in bagimsiz olarak yiiriitiilen
degradatif Kinetik testinin baslangicindan 0, 7, 15 ve 30 giin sonra kaydedilen petrol
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bilesenlerinin yiizde degisimlerini gosterir. Bunun icin, kizildtesi spektrofotometri ile
belirlenen bir varyasyon olan, ham petroliin fonksiyonel gruplarindaki ve zaman
icindeki konsantrasyonlarindaki (absorbans) azalmanin bir yiizde tahmini gelistirildi.
Her numune i¢in Dbelirlenen petrol bilesenlerinin  (fonksiyonel gruplar)
konsantrasyonlarina gore, her fraksiyonun biyobozunma hizi asagidaki ifadeye gore

hesaplanmistir, Denklem 4.1°de gosterildigi gibi.

C
Ty = C—bm x 100 Eq.4.1

Tg: % olarak ifade edilen her fraksiyonun biyolojik bozunma orani.
Cp: Beyaz konsantrasyonu

C,: Numune konsantrasyonu

Cizelge 4.10 Bacillus coagulans ve Bacillus brevis suslarina gore ham petroliin
biyolojik bozunma hizi

Bakteri Giin Tekrarlama Konsantrasyon Ty (%) Ortalama Ty
tiiri
(Cm) (%)
1 1860,3 21
7 2 1872,3 20,5 20,59
3 1879,5 20,2
1 1710,2 27,4
Bacillus 15 2 1698,6 27,9 27,56
coagulans
3 1710,5 27,4
1 1569,9 33,4
30 2 1572 33,3 33,45
3 1561,4 33,7
1 1867,3 20,7
7 2 1897,5 19,5 20,19
3 1875,6 20,4
1 1824,6 22,5
Bacillus 15 2 1836,8 22 22,1
brevis
3 1844,2 21,7
1 1665,3 29,3
30 2 1689,7 28,3 28,76
3 1679,5 28,7

Cp, konsantrasyon degeri: 2355,8
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Cizelge 4.10'de gosterildigi gibi, ham petroliin fonksiyonel gruplarinin, her iki bakteri
susunun etkisinden dolayr nasil bozulma gosterdigini gostermektedir. Bacillus
coagulans susu (C180) baslangicta hizli bir bozunma hiz1 gosterir, zamanla stabilize
olur, bu oran Bacillus brevis'in (C88) %T B'sine kiyasla 7. giinden itibaren ayni ham
petrol iizerinde daha yiiksek biyobozunma degerlerine (%TB) ulasir. On besinci giinde
yapilan 6l¢timlerde, Bacillus coagulans'in ham petrol tizerindeki bozunmasi fonksiyonel
gruplarini %27,56 oraninda azaltmay1 basarirken, otuzuncu giinde bu bozunma %33,45

degerine ulagsmaktadir.

Bacillus brevis, baslangigta ¢ok hizli bir sekilde zamanla stabilize olmak tizere ham
petrol lizerinde ayni bozunma egilimini gosterir. Testten yedi giin sonra, ham petrol
fonksiyonel gruplarinda ortalama 920,19 bozunmaya ugrar, on bes giin sonra bu
bozunma %22,10'a ulasir. Son olarak, testin 30 giiniinde ham petrol, fonksiyonel

gruplarinda %28,76'lik bir diisiise ulast.
4.8 Parcalayic kinetiklerin belirlenmesi

Ham petrol bilesenlerinin konsantrasyonundaki yiizde degisimleri, her iki bakteri susu
icin degradatif kinetigi belirlemeyi amaglayan bir analize tabi tutuldu. Cizelge 11'de
gosterildigi gibi, asagidaki ifadeye gore bir hiperbol fonksiyonuna ayarlanmis iki
bakteri susu tarafindan ham petroliin bozunma analizine karsilik gelen sonuglari

gostermektedir, Denklem 4.2°de gosterildigi gibi.

BMAX Xt

Eq.4.2
Ky +t 1

Y = kiimiilatif bozulmus yag miktari
Byax = Eklenen substratin maksimum miktar1 veya potansiyel bozulmasi
t = Zaman

Kp =B MAX'"n yarisina ulasildig1 zamanin degerini temsil eden sabit
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Cizelge 4.11 Bacillus coagulans ve Bacillus brevis tarafindan ham petrol bozunmasinin

analizi

Degiskenler Bacillus coagulans Bacillus brevis

Bpax 41,27 31,86

Ky 7,18 4,67

Giiven araliklar1 (%95)

Buax 40,2510 42,29 28,06 to 35,65
K, 6,621 to 7,742 2,428 10 6,916

R? 0,999 0,982

Cizelge 4.11'de gosterildigi gibi, bakteri suslarinin, K D degeri ile ifade edilen aym
degradatif kinetigi sundugu goriilmektedir. Bununla birlikte, B MAX degeri ile temsil
edilen, ham petrolin bozunmasi i¢in en biiyilk potansiyele sahip olan Bacillus

coagulans susudur, Sekil 4.5'te gosterildigi gibi.
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Sekil 4.5 Bacillus coagulans ve Bacillus brevis tarafindan ham petroliin pargalayici
kinetigi

76



5. TARTISMA ve SONUC

Ham petrol sizintis1 ve hapsi ile etkilenen ve etkilenmeyen sektorlerden toprak

orneklerinin kimyasal degerlendirmesi

Diinyanin ¢esitli yerlerinde yapilan arastirmalara gore genel olarak ham petrol ile
kirlenmis topraklarda pH, degerlerin korundugunu veya pH degerinde artis oldugunu
gostermektedir. Boylece Pardo et al. (2002), ham petrol ile kirlenmis KRI'daki killi
topraklarda yaptiklar1 bir calismada, pH'm dogal durumuna gore herhangi bir
degisiklige ugramadigini belirlemislerdir. Benzer sekilde, Meksika'da killi bir topragin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri iizerinde hidrokarbonlarin etkisini inceleyen Martinez ve
Lopez et al. (2001). ham petroliin etkisi altindaki topraklar igin pH degisimlerinin
diizenli olmadigini belirlemislerdir. Bununla birlikte, ham petroliin etkisinden dolay1
pH'da hafif bir artis egilimi gosterdiler. Ayn1 sekilde Adenipekun ve Fasidi (2005)
Nijeryanin kumlu topraklarinda ham petroliin dogal mikroorganizmalarin etkisiyle
bozunma hizim1 degerlendirirken, ham petrol 1ile kirlenmis topraklarin O6nemli
degisikliklere ugramadigin1 veya pH'daki diizenli bir egilim degisikligi gostermedigini
belirlemislerdir. Odokuma ve Dickson (2003), ham petrolle kirlenmis topraklarin
pH'larinda biiyiik degisiklikler gostermedigine dikkat g¢ekiyor, bir biyoremediasyon
sistemine tabi tutulmadik¢a, ayni bozunma siirecinin bir sonucu olarak s6z konusu
parametrede diisiisler gozlemlenebilir. Bununla birlikte, farkli hidrokarbon tiirlerinin
Nijerya topraklarinin fiziksel-kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri tizerindeki etkisini
degerlendiren Obire et al. (2002) sonuglari, onlar tarafindan degerlendirilen topraklarin
kontrollerinden daha yiiksek pH gosterdigini 0,6 pH birimine ulasan varyasyonlar

gostermektedir.

Bu calismanin sonuclari, dokiilen ve ham petroliin hapsedilmesinden etkilenen
topraklarin pH'inda bir artis gosterdiginden, literatiir ¢calismalarinin ¢oguyla ayni fikirde
degildir. Bu calismadaki artislar, ham petroliin bilesimine atfedilmistir, ¢linkii Macellan
zonu yataklarindan elde edilen bu malzeme, deniz ve aci sulardaki olusum
kokenlerinden dolayr degisken miktarlarda Na, Ca ve Mg icerir. Bolge XII'deki

kirlenmis topraklarin petrol ile pH'iin artma ve diismeme egilimini yapan da bu toprak-
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ham petrol etkilesimidir. Topraklarin bu "alkalizasyonu", KRI topraklarinda dokiilen ve
hapsedilen ham petroliin kimyasal Ozelliklerine ve karsilik gelen diinya
smiflandirmasina atfedilir. Bu yag, diger yaglardan farkli olarak "hafif" veya "tath"
olarak siniflandirilmistir, nétr pH 6zelliklerine sahiptir ve ayrica, kiikiirt varligina ve

asit stilfiirik topraklarda asitlik durumu gibi bir dizi iliskili bilesige sahip degildir.

Yagda bulunan, yag ilave edildiginde toprakta artan Ca ve Mg ile iliskili OH-
bilesikleri, toprakta H+'min azalmasina neden olacak, bdylece pH'larimi ylikseltecek
olanlardir. Analiz edilen topraklardaki pH'daki degisiklikler, pH" artirarak mikrobiyal
popiilasyonlar1 destekleme egiliminde olacaktir, bu kosullar Lagrega et al. (1996),
mikrobiyal bliylimeye ve hayatta kalmaya ve dolayisiyla ham petroliin biyolojik olarak
parcalanmasina yardimci olacaktir. Organik karbon ve organik madde ile ilgili olarak,
incelenen ii¢ toprak icin sonuglar boliimiinde belirtildigi gibi, ham petroliin dokiilmesi
ve hapsedilmesi organik madde iceriginde bir artisa yol agmaktadir. Bu sonuglar,
incelenen literatiirde bulunan tiim raporlarla uyumludur. Bdoylece Brissio (2005)
tarafindan kumlu topraklarda (ABD) petrol hidrokarbonlarinin etkisini incelerken elde
edilen veriler, kirlilik altinda bu topraklarin organik madde ve organik karbonda artiglar
gosterdigini belirlemistir. Bu organik karbon, eklenen hidrokarbon kirletici miktar ile
orantili olarak dogrudan artirilacaktir. Benzer sekilde, Martinez ve Lopez (2001)
Meksika'daki killi topraklar lizerine yaptiklari ¢aligmada, topraklarda kirletici madde
olarak bulunan hidrokarbonlarin konsantrasyonu ile orantili olarak topraklardaki
organik madde artiglarini belirlemislerdir. Ayn1 sekilde Adenipekun ve Fasidi (2005)
tarafindan Nijerya topraklarinda yapilan bir ¢alismada, ham petroliin farkli kirlilik
araliklar ile ardisik 6l¢iimler yapilarak, organik madde ve organik karbon ytizdesindeki
artisin topraklarda kirleticinin C konsantrasyonu ile yakindan baglantilidir. Benzer
sonuglar Okolo (2005) Nijerya'da kumlu bir toprakta belirlendi. Bu yazarlar, ham petrol
ilavesiyle topraklarin organik karbonunun, kontrol topragi igin %2,15'ten petrol
ilavesinden sonra %7,06'ya yiikseldigini belirlemislerdir. Etkilenen kumlu bir toprak
igcin organik karbonda %1'lik bir artis kaydeden Obire et al. (2002) tarafindan elde
edilen degere daha yakin bir deger olan % 0,5'lik bir artig sunan Miran West topragi i¢in
olanlarla ham petrolde ortiismeyen durum, ancak artisin dokiilen petrol miktarina baglh

oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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del Carmen Rivera et al. (2002), Meksika'nin killi-tinli topraginda, 79,500 mg/kg TPH
(toplam petrol hidrokarbonlari) ilavesiyle topraklarda %46'ya varan artislar gostermistir.
Bu degerler, eklenen yagin yiiksek konsantrasyonu nedeniyle yliksektir. Bu ¢alismada
elde edilen degerlere daha yakin degerler, %40 ham petrolden etkilenen topraklarda
organik karbonda %3 artis kaydeden Adenipekun ve Fasidi (2005) organik karbon
artislari%8'e yakin olan Odokuma ve Dickson (2003) tarafindan bulunan degerlerdir,

Sarqala topragi icin %5 ve Kiirdemirs petrolii i¢in %1'lik artigla daha tutarli degerler.

Ham petroliin faaliyetinden etkilenen topraklarda organik karbondaki ve dolayisiyla
organik maddedeki bu artis, higbir sekilde mikrobiyal yasam i¢in faydali oldugu
anlamina gelmez. Walkley-Black topraklarindaki organik maddeyi belirleme
yonteminin onu tantyamamasi gerceginden bagimsiz olarak, etkilenen toprak profilleri
bu biyojenik organik madde ile farkli topraklarda ham petroliin katkisiyla petrojenik

olan arasinda ayrim yapabilmek 6nemlidir.

Organik madde degerlerindeki artig, incelenen topraklar: etkileyen ham petroliin birkag
doymus ve poliaromatik bilesikten olusmasindan kaynaklanmaktadir, bu da Walkley —
Black yontemi ile yagin oksitlenmesini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle, bilesenlerinin
biiyiik bir kismu oksitlenir, boylece elde edilen nihai deger artar. Ham petrolde bulunan
karbonun %75'inin oksitlenebilir oldugu tahmin edilmektedir, bu deger, topraklarda

oksitlenebilir durumda oldugu varsayilan degerle aynidir.

Ham petrol ile kirlenmis topraklarda toplam azot (%) konsantrasyonunda bir artis
gostermistir. Bu sonuglar literatiirde bagvurulan calismalarin ¢ogu ile uyumludur ve
organik madde artisina benzer bir model izlemektedir. Sonuglar Okolo (2005), ham
petrolden etkilenen topraklarda toplam azot konsantrasyonunda %0,16'dan ve bu
calismada Calentador 18-Kurdamir topragi i¢in ilk 20 cm'de %0,14'lik bir artis
gostermistir. Ayni sekilde Pala et al. (2002) ham petrol ile kirlenmis killi topraklarda
toplam azotun %0,006 oraninda arttigin1 gostermistir. Bu, artisin, dokiilen ham petrolde
bulunan N igerigi ile orantili oldugunu géstermektedir. Bu sekilde, Obire et al. (2002)
hidrokarbonlarla kirlenmis topraklarla ilgili ¢alismalarinda, hidrokarbonlarla kirlenmis

topraklar1 kontrol topraklariyla karsilastirirken onemli degisiklikleri kaydetmediler.
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Adenipekun ve Fasidi (2005) gore topraklardaki toplam azot konsantrasyonundaki artis,
toprak tabakalarina eklenen kirletici miktar1 ile dogrudan iliskili olarak topragin diger
kimyasal parametrelerinin yani sira, bu artisin esas olarak olabilecegi yerde ham

petrolde bulunan ¢esitli azotlu bilesiklerin dahil edilmesine atfedilir.

Mevcut fosfor (P-Olsen) ile ilgili olarak, ham petrolden etkilenen topraklar
konsantrasyonunda bir diisiis gosterir. Bu sonugclar, incelenen literatiirde bulunanlara
benzerdir. Boylece, Ogboghodo et al. (2005) ham petroliin topraklara katilmasinin
neden oldugu etkileri ve kimyasal ve fiziksel 6zelliklere olan yansimalarini arastirarak
hidrokarbondan etkilenen topraklarda fosfor i¢eriginde azalma oldugunu tespit etmistir.
Benzer bir durum Okolo (2005), ham petrol ile kirlenmis benzerleri ile kontrol
topraklarin1 karsilastirirken, petrol ile kirlenmis topraklarda fosfor mevcudiyetinde bir
azalma oldugunu belirlemistir. Benzer sekilde, Benka-Coker ve Ekundayo (1995) killi
topraklar iizerinde yaptigi calismada, kirlilik olaylarindan etkilenen topraklarin ilgili
kontrol topraklarina gore daha diisiik miktarda kullanilabilir fosfora sahip oldugunu
belirlemistir. Topraklardaki fosfor konsantrasyonundaki bu azalma, bu calismada yag
ile kirlenmis ti¢ toprak i¢in belirlenmistir ve yaga eklenen kalsiyumun etkisiyle fosforun

¢Okelmesine bagli olarak bulunabilir.

Bu c¢alismada analiz edilen topraklar, degisebilir kalsiyum degerlerinde bir artis
gostermistir. Kalsiyum igerigindeki ve calisilan topraklardaki bu artis, bazi durumlarda
K ve Na konsantrasyonunda ek artiglar dahil edilmesine ragmen, basvurulan literatiiriin
coguyla uyumludur. Boylece, Okolo (2005), ham petroliin kirletici etkisiyle degisen
topraklar i¢cin sodyum, kalsiyum ve potasyumda artislar buldu.

Bununla birlikte, bu ¢alismada potasyum, kontrol topraklar1 ile kontamine durumlari
karsilastirildiginda, hem azalmalar (Miran Bati) hem de artiglar (Sarqala) gozlenmistir.
Benzer etkiler, ham petrolin varligima maruz kalan topraklarda potasyum
konsantrasyonunda bir azalma gosteren Adenipekun ve Fasidi (2005) tarafindan
belirlenirken, Obire et al. (2002) i¢in hem potasyum hem de kalsiyum, ham petrol
kirliligi olaylar1 altinda topraklarda bir artig gostermektedir. Bu, potasyum

varyasyonlarinda genel bir egilimin belirlenmedigine isaret ediyor gibi goriinmektedir.
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Gozlenen bu varyasyonlar Karim et al. (2011) olusumunun kokenine bagli olarak
degisen miktarlarda Na, Ca ve Mg ile eklenen yagin konsantrasyonuna ve eklenen ham

petroliin bilesimine deginen Martinez ve Lopez (2001) tarafindan yapilmistir.

Incelenen topraklarm katyon degisim kapasitesi ile ilgili olarak, Martinez ve Lopez
(2001), analize tabi tutulan topraklarin CEC'sinde tanimlanmis bir egilim olmaksizin
bliyiik degisiklikler bulamadi. Benzer sekilde, hidrokarbonlarin etkisiyle tuzlu
topraklarin  kimyasal ozellikleri {izerindeki etkileri degerlendiren. Arocena ve
Rutherford (2005) yag ve kontrol topragi ile eklenen topraklar1 karsilagtirirken CIC'nin
onemli degisiklikler gostermedigini dogruladi. Yukarida belirtilenler, belirli bazlarin
mevcudiyetinde ve dolayisiyla topraklarin KRI'sinde hafif bir artisin oldugu, ancak bu,
kontrol numunelerinin kosullarin1 6nemli 6l¢iide degistirmedigi calismada elde edilen

sonuclarla uyumludur.

Calismada elde edilen sonuglara gore, elektriksel iletkenlik 6nemli farkliliklar
gostermemekte, literatiirde danisilanlarla uyumlu sonuglar vermektedir. Bu nedenle
Martinez ve Lopez (2001) hidrokarbonun kontaminasyon sorunlari olan topraklarin
elektriksel iletkenligi iizerinde dogrudan bir etkisi tespit etmemistir. Ayni sekilde,
Arocena ve Rutherford (2005) ham petrolden etkilenen topraklarin elektriksel
iletkenliginde herhangi bir degisiklik bulamamislardir. Ham petroliin, ham petrolle
kirlenmis topraklarda elektrik iletkenligindeki kiigiik degisiklikler lizerindeki etkisi,
eklenen miktar ve petrol bilesenlerindeki bazlarin konsantrasyonu ile baglantili

olacaktir.

KRI'nin ii¢c sektoriinden gelen ham petrolden etkilenmeyen ve etkilenmeyen

topraklarin canl heterotrofik bakteri popiilasyonlarinin sayisi

Bu ¢aligmada elde edilen sonuglara gore, 0-20 cm derinlige sahip kontrol topraklarinin
mikrobiyolojik analizlerinin sonuglari 2040 cm ile karsilastirildiginda, topraklarin
canli heterotrofik bakteri popiilasyonlarinda bir azalma tespit edilmistir. Sarqala,
Kurdamir ve Miran West topragi i¢in bu azalma %90 civarindadir (sirasiyla %87.8,

%90,8 ve 9%89,6), bu da toprak profilinin derinligindeki artiga goére bakteri
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popiilasyonlarinin azaldigin1 daha diisiik oksijen konsantrasyonu, besinlerin ve/veya
organik maddelerin mevcudiyetini gostermektedir. Hattori'ye (1973) gore, toprak
profilinde dikey bir popiilasyon dagilimi sunan bakteriler, tiim topraklarda en fazla
mikroorganizmanin, organik madde ve humusun derinlikte karsilik gelen niifus
azalmas1 bakimindan en zengin olana karsilik gelen topragin iist tabakasinda

bulundugunu gosterir.

Incelenen ii¢ toprakta meydana gelen dékiilmelerin ve hapsolmalarm ham petrol iiriinii
ile kontaminasyonun etkisi analiz edilirken, hidrokarbonlarin edafik ekosistemler
tizerinde cesitli toksik etkileri olan ve ¢ogu mikroorganizmanin iginde hidrokarbonlarin
varligi biliyliyemez ve Oliir ve bu degisken bilesimli maddeler oldugu goéz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu baglamda, Okpokwasili ve Amanchukwu (1988) tarafindan
alintilanan Walker ve Colwell (1977), hidrokarbonlarla kirlenmis topraklarin,
hidrokarbon etkisi olmayan ayni topraga kiyasla toplam mikrobiyal sayiyr onemli
Olgiide azalttigini, ancak mevcut mikrobiyal kalinti icin aktivite seviyesi
kontaminasyondan etkilenmez ve ayni kaldigini belirlemistir. Bu durum, ham petrolii
substrat ve enerji kaynagi olarak kullanabilme 6zelligi sayesinde ham petrole toleransl
baz1 bakterilerin varlig1 ile agiklanmaktadir. Onemli sayida diger tiirler bunu yapamaz
ve sistemden kademeli olarak elimine edilir. Niifusun yaklasik %901 ile calisilan

topraklarda temsil edilen durum.

Incelenen vaka igin, her biri bagimsiz olarak analiz edilen ii¢ toprak, ham petroliin
kirletici etkisinden dolay1 bir niifus azalmasi kaydetti. 0-20 cm derinlikteki ii¢ toprak
icin bu popiilasyon %90'a yakin azalmakta, kirletici olarak ham petroliin girisine yanit
vermektedir. Ancak bu, kalan niifusun (yaklasik %10) bdyle bir ortamda gelisme ve
karbon ve enerji kaynagi olarak ham petrol kullanma kapasitesine sahip oldugunu
diglamaz. Boylece, Macnaughton et al. (1999) bakteriyel yapinin ve ¢esitliligin dnemli
Olciide degistirildigini belirleyerek, mikroorganizmanin ham petrol sizintis1 liriiniiniin
popiilasyon varyasyonlarini inceledi. Li et al. (2000) yaptiklari ¢alismada, ham petroliin
varligina ve konsantrasyonuna bagli olarak kirlenmis bir topraktaki bakteri

popiilasyonunun azaldigini dogruladiklari i¢in durum benzerdir.
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Gezegenin hemen hemen tiim ortamlarinda, hidrokarbonlar1 daha az toksik formlara
indirgeyebilen ve bunlart karbon kaynagi olarak kullanabilen mikroorganizmalarin
bulunmasi, bunlarin teshir siiresinden sonra kontamine ortamlardaki varliklarini ve
niifus artisin1 agiklamaktadir. Teorik olarak, eger bu mikroorganizmalar o ortamda
hayatta kalma yetenegine sahipse, bu bilesikleri biiyiikk bir rahatsizlik duymadan
parcalayabilirler. Bu nedenle, ham petrol ile kirlenme sorunlar1 olan bu topraklarda
bulunan bakteri popiilasyonunun, s6z konusu hidrokarbonu pargalama kabiliyeti

sundugu goz ardi edilmemektedir.

Bu calismada, 20-40 cm derinlikte bulunan bakteri popiilasyonlar1 analiz edildiginde,
bakteri popiilasyonlarinda bir azalma olduguna dair kanitlar olmasina ragmen, ilgili
kontrol topraklariyla karsilastirildiginda, bu, 20-40 cm derinlikte oldugu kadar énemli
degildir; bunun nedeni, ham petroliin 6zelliklerinden dolay1 bunlarin 20 cm derinligin
Otesine Onemli Olgiide goc etmemeleridir, bu da deniz lizerinde daha az siddetli
yansimalara ve bakteri popiilasyonunun azaltilmasina sahiptir. Ham petroliin bu diisiik
hareketliligi, fiziksel 6zelliklerinden ayr1 olarak, KRI'nin yilin biiyiik bir boliimiinde,
yogunlugunu ve hidrokarbonu emebilen topraklarin kil icerigini azaltan diisiik ortam

sicakliklarindan etkilenir.

Ham petrol ile kontaminasyondan etkilenen ve etkilenmeyen KRI topraklarina ait

bakteri suslarinin izolasyonu, biiyiimesi, secimi ve taksonomisi

Ham petrolden etkilenen ve etkilenmeyen topraklarin ¢aligmasinda, katt (AM + P) ve
ham yag eklenmis sivi (CM + P) Kkiiltiir ortamlarinda en iyi biiylimeyi gosteren ikisini
segmek icin 240 bakteri susu izole edildi. Test edilen kiiltiir ortaminda iireyebilen
bakteri suslarinin yiizdesi %70'1 astyor ve bunlarin sadece %5,42'si (13 sus) daha sonra
hidrokarbonolitik kapasitelerini degerlendirmek i¢in kabul edilebilir bir biiylime elde

etmeyi bagardi.

Li et al. (2000) hidrokarbonlarla kirlenmis topraklarin biyoremediasyon ¢alismasinda,
durumlarinin hidrokarbondan etkilenip etkilenmedigine bakilmaksizin,

hidrokarbonolitik kapasiteye sahip bakteri popiilasyonunun biiyiikk bir yiizdesinin
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topragin ilk 15 santimetresinde bulundugunu tespit etmistir. del Carmen Rivera et al.
(2002) % 1 oraninda ham yag ile zenginlestirilmis kiiltiir ortaminda otokton bakterilerin
adaptasyonu ve sec¢imi calisildi. Toplam 34 izole koloniden sadece 3'iiniin karbon ve
enerji kaynagi olarak ham petrol eklenmis kiiltiir ortaminda adapte olma ve biiyiime
kapasitesine sahip olduguna dikkat ¢ekiyorlar. Hidrokarbonolitik kapasiteye sahip az
miktarda bakteri izolati, sonunda toplam 240 izolattan en iyi iki bakteri susunun

secildigi calismanin sonuglariyla tutarhdir.

Zenginlestirme kiiltlirli teknigi ile mikroorganizmalarin izole edilmesinin 6nemli bir
avantaji, esas olarak mikroorganizmalarin kullanildiklart test tipinin kriterlerine ve
ihtiyaglarina gore izole edilmesine ve segilmesine izin vermesidir. Bakteri suslarinin,
cesitli hidrokarbonlar1 aerobik olarak kullanma kabiliyetine sahip ¢ok cesitli
mikroorganizmalarin bulunmasi gercegine gore, ham yag eklenmis kiiltiir ortaminda
adapte olma ve biiylime yetenegi, temel olarak, mikroorganizmalar i¢in biyolojik olarak
parcalanabilen bir enerji ve karbon kaynagi olusturur. Bu sekilde, Altamirano ve Pozzo
(2000) ham petrol eklenmis segici ortam ile biyoremediasyona tabi tutulan topraklardan
hidrokarbonolitik kapasiteye sahip alti dogal bakteri tiiriinii izole etmis ve tanimlamustir.
Aynmi sekilde, Barengo et al. (2002) ham petrol ile eklenen yari-siirekli kiiltiirler
vasitasiyla, esas olarak lineer hidrokarbonlari parcalama kabiliyetine sahip bakterileri

izole edebilmistir.

Atlas ve Bartha 2002, hidrokarbonlu kiiltiir ortamina adaptasyonu ile temsil edilen ham
petroliin varligina mikrobiyal tolerans, popiilasyon secicilifine izin verir, c¢linkil
yalnizca metabolik siiregleri i¢in hidrokarbonlari kullanma kabiliyetine sahip bakteri
suslart bu bolgelerde medya biiyiiyebilecek ve cogalabilecektir. Calismadaki ham
petroliin varligina bakteriyel adaptasyonun esit olmayan araliklar1 ve belirli bakterilerin
parcalayict 6zelliklere sahip olma kapasitesi, bu nedenle, kiiltiir ortaminda kolonilerin
bliylimesinde veya gelismemesinde kendini gosterir. Sonuglar boliimiinde belirtildigi
gibi, ham petroliin parcalayici kinetigini gerceklestirmek icin segilen iki bakteri susunun
taksonomik smiflandirmasi ile ilgili olarak, bunlar Bacillus brevis ve Bacillus

coagulans'a karsilik geldi.
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Bu baglamda Walker ve Colwell (1977), dokiilmelerden etkilenen topraklardan ham
petroliin uzaklastirilmasinda dogal bakterilerin dnemini acgiklamistir. Bu sekilde, izole
edilmis ve secilmis aerobik bakteri popiilasyonunun toplamindan, en biiyiik
popiilasyona sahip olanlar ve ham petrol iizerinde pargalayict oneme sahip olanlar,
Pseudomonas ve Bacillus cinslerine ait bakterilerdi. Ayni sekilde Jobson et al. (1972)
ham petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen bakterileri kullanarak, ham petroliin
yiiksek konsantrasyonda oldugu ortamlarda popiilasyon se¢imi ve degradatif kinetik
testler yoluyla elde edilen bakterileri kullanarak, ham petrol, Pseudomonas,
Flavobacterium, Achromobacter ve Bacillus cinslerine ait ana bakteri suslarini belirleme

yetenegine sahip oldugunu belirlemek i¢in ¢alismislardir.

Benzer sekilde Arafa (2003) Suudi Arabistan'da ham petrol iizerinde bakteriyel
biyobozunma potansiyelini degerlendirmeye c¢alisan bir c¢alismada, Bacillus tiiriinden
bakteriler izole edilmis ve segilmistir, bunlardan Bacillus pumilus, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus pallidus ve Bacillus pihtilastirici 6ne ¢ikmuistir. Giles
(2001) bir ham petrol sizintisin1 karakterize etmeye ve soz konusu bilesigi parcalama
kabiliyetine sahip bakterileri belirlemeye ¢alisan, etkilenen bolgeye 6zgii toplam 20
bakteri susunu izole etmeyi basardi. En yiiksek pargalayic1 aktiviteye sahip suslar
arasinda Bacillus coagulans bulunur. Perry ve Gillott (1979) tarafindan alintilanan
Rehm ve Kachholz (1977), Bacillus tarafindan ham petrol alkanlarinin bozunmasi
lizerine yaptiklari caligmalardan birinde, ko-oksidasyon yoluyla petrol alkanlarini
parcalama kabiliyetine sahip dort ana Bacillus tiirii bulundugunu, bu tiirlerin Bacillus
macerans, Bacillus lentus, Bacillus subtilis ve Bacillus coagulans'a tekabiil ettigini

sOyleyebiliriz.

Ote yandan Pardo et al. (2004) ham petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen ve
parcalayict kapasitelerine gore secilen dort bakteriyel mikroorganizmadan ikisinin
Bacillus brevis'e karsilik geldigi tespit edilmistir. Benzer sekilde, Arenas ve Pardo
(1999) ham petrol ile kirlenmis toprak Orneklerinden toplam 262 bakteri susu izole
etmis ve bunlardan ham petroliin en yliksek pargalayict aktivitesini gosteren 55 sus
secilmistir. Izole edilen bakteriler arasinda Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas

aureofasciens, Bacillus sphaericus ve Bacillus brevis bulunur. Benzer sekilde, Gomes et
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al. (2004) gelecekteki ¢evresel sanitasyon sistemlerinde kullanilmak fizere,
hidrokarbonlardan etkilenen topraklardan parcalayici kapasiteye sahip dogal bakterileri
izole etmis ve se¢mistir. Tanimlanan bakteri suslarindan asagidaki tiirler biyokimyasal
olarak belirlendi: Pseudomonas, aeuroginosa, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus,

Bacillus aerius ve Bacillus brevis digerleri arasinda.

Literatiirdeki arastirmalar, Bacillus cinsine ait baz1 tiirlerin hidrokarbonlar1 pargalama
yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Bu bakteriler, ham petrol agisindan zengin
ortamlarda ve ortamlarda hayatta kalmak icin adaptif ve fizyolojik kapasiteye sahiptir
ve bu nedenle onu bir karbon ve enerji kaynagi olarak daha fazla veya daha az 6l¢iide
kullanabilir. Uyarlanabilirlik ve ham petroliin bir substrat olarak kullanilmasina iliskin
bu fizyolojik ve enzimatik tepkileri olusturma yetenegi, Ratledge (1978) igindir; bu
bakterilerin belirli hidrokarbonlar1 pargalayabilmek icin kodlanmis belirli genleri bir

plazmit olusturan ekstrakromozomal DNA sunacaginin bir gostergesidir.

Yukaridakilere ek olarak, bu cinsin bakterilerinin diren¢ endosporlart olusturma
yetenegi eklenir, bu da onlarin olumsuz ortamlarda uzun siire kalmalarini saglar, bu da
onlar1 KRI'min ahisilmig sakinleri yapar. Bu nedenle calisilan bakteriler, toprak
dekontaminasyonu igin biyolojik bir ara¢ olarak biyoremediasyon sistemlerine tabi
tutulan topraklarda bakteriyel biyo-biiylitme ve biyostimiilasyon sistemlerinde kullanim
icin sonraki degerlendirmeler i¢in disliniilmesi gereken bir alternatif olarak

diistiniilebilir.

Ham petroliin fonksiyonel gruplarimin bozunmasinin ve secilen iki bakteri susu

tarafindan bozunma hizinin kiziltesi spektrofotometri ile belirlenmesi

Bacillus coagulans C180 ve Bacillus brevis C88 suslarinin ham petroliin bazi
bilesenlerini par¢alama yetenegini belirlemek i¢in ham petroliin pargalayic bir kinetigi
degerlendirildi. Petrol bilesenlerinin bozunma veya doniisiim {rlinleri, kizilotesi
spektrofotometri ile belirlendi. Kizilotesi spektroskopi, bir molekiil elektromanyetik
spektrumun kizilotesi bolgesinde enerji (1s1) emdiginde meydana gelen titresimleri

(gerginlik ve biikiilme) tespit eder. Bu sekilde, farkli fonksiyonel gruplar ve bag tiirleri,
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tespit edilen ve nicelenen farkli kizildtesi absorpsiyon frekanslarina ve yogunluklaria
sahiptir. Bu nedenle kizil6tesi (IR) absorbans, ham petroliin bilesenlerini olusturan tiim
bilesiklerin toplamii temsil eden bir Olglimdiir. IR'ye dayali Toplam Petrol
Hidrokarbonlar1 (HTP) yontemleri, kirliligin tiirii veya onu olusturan belirli fraksiyonlar
hakkinda ayrintili bilgi saglamaz, ancak basitligi, hiz1 ve diisiik maliyetli nedeniyle
hidrokarbonlarin bozunmasini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda gecerli bir arag
olusturur. Kizilotesi spektrofotometri (Absorpsiyon) ile tespit edilen bantlarin
yogunlugundaki azalma, segilen bakteri suslari tarafindan ham petroliin biyolojik olarak
bozunmasinin bir gostergesi olarak alinir. Bu teknik, bozunmay1 6l¢mek i¢in ¢ok sayida

hidrokarbon biyolojik olarak bozunabilirlik ¢alismasinda kullanilmstir.

Petrol, esas olarak hidrokarbonlar (karbon ve hidrojen atomlu molekiiller), heteroatomlu
bilesikler (kiikiirt, nitrojen veya oksijen gibi heteroatomlu karbon ve hidrojen atomlu
molekiiller) ve diisikk konsantrasyonlarda metalik bilesenler igeren karmasik bir

karigimdir.

Petrol ve tiirevlerinin karmagikligi, karbon sayisi ile artar. Petrol hidrokarbonlari
doymus fraksiyonlardan (alkan ve izoalkan gruplari, endiistriyel olarak alifatik bilesikler
olarak da adlandirilir), doymamis (alkenler ve alkinler), aromatik fraksiyonlardan
(benzen, alkilbenzen, BTXS) ve asfalt veya kat1 fraksiyondan olusur. Genel olarak, her
yagin farkli ylizdeleri ve bu fraksiyonlarin varligi vardir. Yukarida bahsedilen
fraksiyonlar ve onlar1 olusturan bilesiklerden (Walker ve Colwell 1977, Atlas 1981).
alkanlarin  (alifatik Dbilesikler), hidrokarbonlarin kontaminasyonundan etkilenen
topraklardan otokton bakterilerin etkisiyle bozulmaya en duyarli oldugunu
belirtmektedir. Bununla birlikte, alkan gruplarmin, segilen suslar tarafindan 3000 cm™
ham petrol bozunma aralig1 tizerindeki spektral okumalarda belirlenen bir husus olan
ham petroliin bozunma siirecinden kaynaklanmasi miimkiindiir. Alkanlarin ve daha
basit gruplarin bozunma islemi sirasindaki bu "neogenezi", ham petroldeki kompleks
bilesiklerin hidrolizine ve basitlestirilmesine atfedilebilir. Elde edilen spektral
okumalarda ham petrol bilesenlerinin ugradig1 bozunma, Bacillus coagulans ve Bacillus
brevis'in bozundurucu etkisine atfedilir, ¢linkii calismada kullanilan alifatik bilesiklerin

baskin oldugu parafinik yag, buhar fazinda ve 250 C°nin iizerindeki sicakliklarda
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oksijen ile reaksiyona girebilir ve sadece oksitlenebilir. Tuzlu ortam, ham petroliin
kimyasal bilesimine miidahale etmez ve bu caligmada degerlendirilen numunelerdeki

tuzlu su icerigi 6nemli Slgiide artmamaistir.

Calismada kullanilan yagda 6nemli bilesenler olan n-alkanlarin biyolojik bozunmasi,
normalde bir birincil alkol, ardindan bir aldehit ve son olarak bir monokarboksilik asit
olusumu ile monoterminal bir saldir1 ile gergeklesir. Boylece, ASTLE (1962) ve
Sabirova et al. (2006) parafinik yaglarin bakteriyel etki ile oksidasyonundan elde edilen
tirlinler esas olarak alkoller, aldehitler, ketonlar ve yag asitleridir. Bu, daha basit
bilesikler tarafindan olusturulan fraksiyonlarin ilk asamada bozundugu ve ayni bozunma
etkisinden dolay1 bu tiriinlerin goriiniimii ile ¢akistig1l, biyolojik bozunmaya tabi tutulan
petrol numunelerinin daha karmasik islevleri gruplandirirve spektral okumalarinda

belirlenenle ortiisiir.

Bu nedenle, genel bir sekilde, bu parafinik veya alifatik veya doymus hidrokarbonlarin,
bakteri faaliyeti nedeniyle bu aromatik yaglardan daha fazla biyolojik olarak bozunma
olasihig1 daha yiiksek olacaktir. Buna gore Jobson et al. (1972) kisa zincirli doymus
fraksiyonlara uzun zincirli olanlardan dnce saldir1 igin bir tercih oldugunu bulmuslardir.
Bu ¢alismada, kullanilan parafinik ham petrolii olusturan ¢ok sayida fonksiyonel grubun
kismi bozunmasinin oldugu her iki bakteri susu ile muamele edilmis ham petroliin
kizilGtesi spektrumlarinin okunmasinda gozlemlenebilen durum. Gallegos'a (2005) gore,
parafinik yaglar %70 ila %90 alifatik bilesenlerden (n-alkanlar) olusabilir, bu da diger

yag tiirlerine kiyasla bakteriyel etkiyle bozunmalarin1 daha fazla yapar.

Ham petrolde aromatik ve asfalt bilesikleri olarak bulunan aromatik fraksiyonlar,
Pineda-Flores ve Mesta-Howard (2001), igin, en basit yapilar i¢in bir haftadan birkag
aromatik halkaya sahip olanlar i¢in 990 giine kadar asfaltenlerin eliminasyon siiresi ile
farkl1 oranlarda nitrojen, kiikiirt ve oksijen sunan son derece karmasik molekiiler
yapilari nedeniyle bozunmasi en zor olamidir. Ham petroliin bilesimindeki aromatik
gruplarin varligi, ham petroliin laboratuvar kosullarinda tamamen parcalanmasini
imkansiz hale getirir. Mikrobiyal popiilasyonlar, doymus fraksiyonlarin 6nemli bir

kismin1 parcalama yetenegine sahip olsalar da, sadece bazi aromatik fraksiyonlara
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saldirihr. 2850 cm™ ile 3000 cm™ arasindaki sektor, toprak kirliligi hakkinda bilgi
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Yag1 olusturan ¢ok sayida bilesik nedeniyle, her
birini ayr1 ayr1 6lgmek pratik degildir; bu nedenle, belirli bir numunede bulunan toplam
hidrokarbon miktarin1 6lgebilmek faydalidir. Bu petrol olusturan bilesikler grubuna
toplam petrol hidrokarbonlar1 - TPH denir. Bu fraksiyonun bozunmasi, 50 giinliik bir
stirenin ardindan laboratuvar kosullarinda %38'den %57'ye ulasabilir. Bu ¢alismada elde
edilenlerden daha diisiik degerler, 30 giin sonra Bacillus brevis i¢in %65'ten Bacillus
coagulans i¢in %71'e kadar disiisler gozlemlemek miimkiindiir. Bu bilesiklerin
bozunmasi, Arafa (2003) tarafindan Bacillus coagulans dahil olmak iizere bakteri
suslariin, ham petrol eklenmis ortamda adapte olma ve biiylime yetenegine sahip

oldugu calisma dikkate alinarak agiklanabilir.

Hem izole edilmis hem de se¢ilmis bakteri suslari tarafindan gergeklestirilen ham
petrolii olusturan fonksiyonel gruplarin parcalayict kinetigi, basta kullanilan yagda
bulunan ¢ok sayida alifatik grup nedeniyle, ATLAS and BARTHA'a gore baslangigta (7
giin) hizli bir bozulma gosterdi (Atlas ve Bartha 2002). Aromatik ve asfalt bilesenlere
kiyasla ham petrolii olusturan karmasik hidrokarbon karisimindaki mikroorganizmalar
tarafindan en hizli ve en kolay pargalanabilenlerdir. Jobson et al. (1972) ham petroliin
mikrobiyal kullanimi {izerine yaptiklar1 c¢alismada, doymus fraksiyonlar i¢in
bozunmanin mikrobiyal biiylime icin ilk karbon ve enerji kaynagii olusturdugunu
aciklar. Bu caligmanin test edilmesinin ilk giinlerinde yagin bazi bilesenlerinin hizl
bozulmasini agiklayacak sebep. Bu baglamda, Obire et al. (2002) petrol
hidrokarbonlarinin biyolojik bozunmasi iizerine bir ¢alisma yoluyla, testin ilk
haftalarinda substratin bozunma hizinda ilerleyici bir artis oldugunu ve daha sonra
zamanla stabilize oldugunu ve nihayet azaldigmi agiklamustir. Ilk test periyodu
sirasindaki bu yiliksek aktivite, bozunmanin son asamalarinda ham petroliin daha agir
fraksiyonlari ile kars1 karsiya kaldiklarinda zamanla mikroorganizmalar i¢in daha zor
hale gelen, kolayca bozunabilen fraksiyonlarin daha fazla mevcudiyetinden
kaynaklanmaktadir. Thouand et al. (1999) ham petrol ile topraklardan izole edilen
bakterilerin biyolojik bozunmasi1 {izerine yaptiklar1 ¢aligmada, ham petrolin bu
doymamis fraksiyonunun higbir zaman 6nemli 6lgiide biyolojik olarak bozunmadigini,

ancak genel olarak, bakterilerin toplam fonksiyonel gruplarin 30. giinde ham petrol, bu
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calismada sunulan degerlerle ortiisen degerlerin %?25'ini bozunma yetenegine sahip

oldugunu gostermistir.

Ham petroliin bozunma hizindaki yavaglama, bozunmaya maruz kalmayan fonksiyonel
gruplarin mevcudiyeti ile birlikte, bilesigin oksidasyonundan sorumlu bakteriyel
enzimlerin inhibisyonuna da cevap verebilir. Bu nedenle ham petroliin biyolojik
bozunmasi, onu olusturan fonksiyonel gruplarin tipine baglidir. Bu nedenle, 21 giin
sonra bozunma %30'u asmaktadir; bu, Bacillus brevis ve Bacillus coagulans suslar1 i¢in
bu calismada elde edilen sonuglarla uyumludur, ¢ilinkii her ikisi de ham iiriiniin toplam
fonksiyonel gruplarinin yag testi sirasiyla edildi ve %28'ini ve %34'inii bozunmay1
basarmigtir. Bununla birlikte, diger ¢aligmalar, 28 giinliik testten sonra Dizel igin
bozulma oraninin %60 ila %73 arasinda degistigini ve bu yiliksek bozulma ylizdesini
Dizeldeki yiiksek alkan gruplarinin varligina ve geri kalanini diisiik agir metal varligina
biyolojik bozunmaya kars1 direncli hidrokarbonlar bagladigini gostermektedir. Dogal
bakterilerle yapilan yag bozunma testlerinde, bir hafta sonra alkan bilesiklerinin %70'e
yakin, diger alkan olmayan bilesiklerin ise %30'a varan bozunma degerleri elde etmek
miimkiindiir. Ancak Diaz et al. (2003) alifatik fraksiyona ait olan alkan bilesiklerinin

bu biodegradasyonu %50'ye ulagirken aromatik fraksiyon %30'a ulasir.

Tim bu bilgiler dogrultusunda sonu¢ olarak, Ham petrol sizintilarindan ve
hapsedilmelerden etkilenen topraklar, belirli kimyasal ozellikleri bakimindan (esas
olarak organik madde ve organik karbon) degisiklikler gostermektedir. Bununla
baglantili olarak topraklarin sahip oldugu bakteri popiilasyonlarinda da farkliliklar
bulunabilmektedir. KRI topraklarindan, toprak 6rneginin derinligine ve ham petrolden
etkilenip etkilenmedigine bakilmaksizin, hidrokarbon kapasiteli bakteriler izole edilerek
tiremeleri saglanmistir. Bu bakterilerden, mineral agar ve mineral et suyunda en iyi
gelisme gosterenler Bacillus coagulans ve Bacillus brevis olarak tespit edilmistir.
Ayrica bu bakteri tiirlerinin ham petroliin parcalayici kabiliyetine sahip oldugu ve
bozunmanin ham petrolii olusturan fonksiyonel gruplari i¢in %30’a yakin bir deger
aldig1 goriilmiistiir. Ayrica ¢alismada segilen bakteri suslarinin, ham petrol ile kirlenme

sorunlar1 olan KRI'deki topraklara uygun biyoremediasyon teknolojilerinin iiretilmesine
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izin veren ve bundan sonra yapilacak olan galismalara yol gosterici olacagi diisiiniilen

tiirler olarak kabul edilmesi uygun goriilmektedir.
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