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Ozet

Marmara Denizi petrol hidrokarbonlariyla yogun bir seklide kirletilmektedir. Bu kronik kirliligin
giderilmesi icin stirdiiriilebilir, az insan miidahelesi gerektiren ve ekonomik bir 1slah stratejisi gelis-
tirilmesi sarttir. Eger Marmara Denizi sedimentlerinde anaerobik hidrokarbon ayristirict mikroor-
ganizmalar aktif bir sekilde bulunuyorsa ve aktivitelerini arttirmanin bir yolu bulunabilirse,
kirliligin giderilmesi icin en iyi yontem anaerobik kosullarda biyoislah uygulanmasidir. Anoksik
kosullarin hdakim oldugu, petrol hidrokarbonlariyla asiri sekilde kirletilmis olan Hali¢ Korfezi se-
diment stiziintii sularinda mevcut N ve P seviyeleri mikrobiyal ¢cogalmay: destekleyecek seviyelerin
¢ok altindadir. Nutrient takviyesi ile sedimentlerin mikrobiyal aktivitelerinin arttirtlabilirligini si-
namak i¢in anaerobik kosullar altinda hidrokarbon ayrisim mikrokozmoslart kurulmustur. Mikro-
kosmaslardaki nutrient seviyelerinin dogal seviyelerden baslanarak giderek arttiriimasi, hidrokar-
bon ayrigtirma aktivitesinde ~9% artigla sonuclanmisitr. Sedimentlerin dogal hidrokarbon icerikle-
rinin timii bu sekilde giderilebilmistir. Sedimentler bir ¢ok farkli aromatik (18 farkli 1-5 halka
aromatikler) ve alifatik (n-Cg.3; alkanlar ve asiklik isoprenoidler) hidrokarbonlar: ayristirabilmis-
tir. Mikrokozmoslarda metanojenesis ve dissimilatif siilfat indirgenmesi prosesleri hidrokarbonlarin
ayristirimasinda rol almistir. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma Hali¢ Korfezi'ndeki yogun ve kronik
kirliligin, sediment organizmalarinin aktivitelerinin nutrient takviyesi ile arttirilmast yoluyla gideri-
lebilmesinin miimkiin oldugunu gostermistir. Bu ¢alismanin ¢iktilari, daha az maliyet ve insan mii-
dahalesi gerektiren biyoislah uygulamalarimin diinya ¢capinda uygulanmaya baslanmasina énciiliik
edecek niteliktedir.
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Nutrient enhanced bioremediation of
petroleum hydrocarbons in anoxic
marine sediments

Extended abstract

Anoxic Halic Bay sediments have been extremely
polluted with petroleum hydrocarbons, and N and P
are limited in the sediment porewaters for biological
activity. These raised the question that hydrocarbon
degradation activity of Halic Bay sediments can be
increased by N-P amendment under anaerobic con-
ditions to overcome the pollution. In this study, an-
aerobic hydrocarbon degradation microcosms were
set up to increase activity of Halic Bay sediments by
gradually decreasing the natural TOC/N/P ratio of
the sediment porewaters to the unlimited nutrient
conditions.

Microcosms were set up in an anaerobic cabinet
with a regulated atmosphere of nitrogen. Each mi-
crocosm was fed with a defined substrate mix con-
sisting of 31 different hydrocarbon types. Two con-
trol microcosms were included: (1) hydrocarbon mix
was not added to determine the extent of anaerobic
degradation on natural hydrocarbon content of the
sediments; (2) NaN; treatment was applied to sup-
press microbial activity.

The anaerobic microcosms were incubated for 224
days. Decreasing the natural TOC/N/P ratio of the
sediment porewater (1000/5/1) to 1000/40/6 resulted
in ~9x increase in gas production (CH;+CO,) and
hydrocarbon removal. Addition of external hydro-
carbons to the microcosms was also resulted in ~2 <
higher gas production and hydrocarbon removal. A
high proportion (92 %) of aromatic hydrocarbons
and all n-alkanes were removed from the micro-
cosms under unlimited nutrient supply conditions
without external hydrocarbon addition.

The sediment microorganisms degraded wide range
of aliphatic (n-Cy.5; alkanes and acyclic isoprenoids)
and aromatic (18 different 1-5 ring aromatics) hy-
drocarbons. The anaerobic degradation hierarchy of
hydrocarbons was as follows: the most easily de-
gradable n-alkanes, followed by more resistant
branched acyclic and monocyclic hydrocarbons, the
most resistant polycyclic steroidal and triterpenoidal
hydrocarbons, and aromatic hydrocarbons.
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Monitoring functional gene and transcript abun-
dances revealed that methanogenesis and dissimila-
tory sulfate reduction took place simultaneously dur-
ing the first 126 days, afterwards, only the
syntrophic methanogenic consortium was active.
Microbial activity and abundance were very high
and related to the C removal all through the incuba-
tion period. Archaea abundance increases were
~1.5% higher than those of Bacteria. 74 and 67 % of
the total C removal occurred between the days 126
and 168 during which period microbial activity lev-
els increased 6-8x. Overall microbiological results
implied that C removal in this period can be at-
tributable to activities of syntrophic consortium of
fermentative bacteria and methanogens.

In this study, we obtained anaerobic hydrocarbon
degradation rates (700 ug/gSediment.L.day) as fast
as enrichment cultures’ rates. Although the obtained
rates were comparable to the aerobic ones, they are
still much lower than the aerobic hydrocarbon deg-
radation rates. On the other hand, an aerobic bio-
remediation strategy is unfeasible for Halic Bay
since oxygen penetration into the anoxic sediments
is poor and oxygen mass transfer enhancement by
mechanical means is inappropriate for the inacces-
sible sediments. Under these conditions anaerobic
hydrocarbon degradation is the only alternative.

In summary, we have obtained three lines of evi-
dence for demonstrating anaerobic bioremediation
feasibility of petroleum HC pollution in Halic Bay
sediments: (1) the anaerobic hydrocarbon degrading
microbiota was highly abundant in the sediments;
(2) anaerobic hydrocarbon degradation was taking
place in the sediments; (3) the sediments were able
to degrade wide range of hydrocarbons under an-
aerobic conditions; (4) high anaerobic hydrocarbon
degradation rates were achieved via biostimulation
of the sediments through nutrient amendment.

We are now making the preliminary preparations to
carry out a field-scale bioremediation trial to re-
move the accumulated hydrocarbons from the sub-
surface of Halic Bay through biostimulation of the
sediments. Success of this trial will certainly lead to
less human intervened and more economical field-
scale bioremediation applications for over polluted
anoxic marine environments worldwide.

Keywords: Petroleum hydrocarbons, marine pollu-
tion, bioremediation, Hali¢ Bay.
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Giris

Mikrobiyal aktivitesi yiiksek, anaerobik bir se-
diment tabakasina sahip Hali¢ Korfezi petrol
hidrokarbonlariyla uzun yillardir yogun ve kro-
nik bir sekilde kirletilmektedir (Ince vd., 2006).
8 km uzunlugundaki ve 2.6 milyon m?‘lik bir su
yiizeyine sahip korfez Marmara Denizi ile Is-
tanbul Bogaz’inin kesistigi yerde bulunmaktadir.
En derin bolgesi 60 m olmakla birlikte, yogun
kirlilikten kalynaklanan sedimentsyon sebebiyle
baz1 bolgelerde bu derinlik 2-3 m’ye kadar dii-
sebilmektedir.

Istanbul Su ve Kanalizasyon Idaresi (ISKI) ve
Biiyiiksehir Belediyesi (IBB) tarafindn korfez-
deki kirliligin giderilmesi i¢in “Hali¢’i Temiz-
leme Projesi” 80’li yillarin basinda baslatilmis-
tir. ~5%10° m® “liik dip camuru dipten kazinmus,
daha sonra su kolonu havalandirilmistir. Su kali-
tesi kisa siirede diizelmesine ragmen, kronik kir-
liligin Oniine gegilememesi nedeniyle Halig
Korfezi’ndeki su kalitesi son 20 yillik siirec ice-
risinde tekrar kotiilesmistir.

Hali¢ Korfezi’ndeki kronik kirliligin ekosistem
tizerindeki olumsuz etkilerinin Oniine gegilebil-
mesi icin ekonomik, etkili ve uzun siire siirdiile-
bilir bir 1slah stratejisi gelistirlmesi sarttir. Eger
dip sedimentlerinde petrol hidrokarbonlarini ay-
rigtirabilecek organizmalar bulunuyorsa ve bu
organizmalarin aktivitelerini yiikseltebilmenin
bir yolu varsa, biyoislah bu amag i¢in en uygun
alternatiftir (Head ve Swannel, 1999). Bu teoriyi
test etmek igin baslatilan bir TUBITAK projesi-
nin (105Y307) ilk asamasinda Hali¢ Korfezi se-
dimentlerinin mikrobiyolojik ve fizikokimyasal
karakteristiklerinin 2 sene siiresiince izlenmesi
sonucunda su sonuglar elde edilmistir: (1) top-
lam petrol hidrokarbon (TPH) seviyeleri
(11000-18000 ppm) asir1 derecede kirletilmis
deniz ortamlartyla ayni seviyededir; (2) mikro-
biyal hiicre igerikleri diger deniz ortamlarimin
dip sedimentleriyle karsilastirildiginda ¢ok yiik-
sek seviyelerdedir; (3) sedimentlerde meto-
najenler ve anaerobik hidrokarbon ayristicilar
baskin halde bulunmaktadir; ve (4) sediment
siizlintii sularindaki N ve P seviyeleri biyolojik
aktiviteyi destekleyebilecek diizeylerin ¢ok al-
tindadir. Bu gostergeler sedimentlerin anaerobik
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hidrokarbon ayristirma aktivitelerinin N ve P
takviyesi ile arttirilabilecegine dair ipuglari
vermistir. Bu c¢alismada, bu teoriyi test etmek
amaciyla anaerobik kosullar altinda, Hali¢ se-
dimentleri kullanilarak, ¢esitli N ve P takviyesi
kosullarinda hidrokarbon ayrigtirma mikro-
kozmoslar1 kurulmustur. Mikrokozmoslarin hid-
rokarbon, nutrient ve mikrobiyal hiicre igerikle-
ri, mikrokozmoslardaki gaz iiretimi ve mikro-
biyal aktivite inkiibasyon siiresince izlenmistir.

Materyal ve yontem

Mikrokozmos kurulumu

Mikrokozmoslar 120 mL hacmindeki (100 mL
1islak hacim, 20 mL hava boslugu) serum sisele-
rine kurulmustur. Mikrokozmoslar oksijen sen-
sOriiniin adapte edildigi, igerisinde regiile edilen
bir azot gaz1 atmosferinin olusturuldugu (%100
Ny) bir anaerobik kabin igerisinde kurulmus ve
inkiibe edilmislerdir. Mikrokozmoslar igerisinde
N, P, vitamin ve iz mineralleri bulunan, Widdel
ve Bak (1992) tarafindan tanimlanmis karbonat-
tamponlu anaerobik besi yeri kullanilarak hazir-
lanmustir.

Mikrokozmoslara as1 camuru olarak 10g sedi-
ment, siisbtrat olarak da 200 mg petrol hidro-
karbonlar1 eklemistir. Anaerobik kosullar inor-
ganik elektron alicalarinin besi yerine eklen-
memesiyle ve/veya uzaklastirilmas: ile saglan-
mistir.

Kontrol amagh 2 mikrokozmos seti daha kurul-
mustur: (1) Sedimentlerin dogal hidrokarbon
iceriklerinin anaerobik ayrisimini test etmek i¢in
disardan hidrokarbon eklenmemis mikrokoz-
moslar (2) asi ¢camurunun ve besi yerinin steril
edildigi, fiziksel ve kimyasal proseslerin hidro-
karbon kompozisyonu iizerindeki etkisini gor-
mek amaciyla kurulmus mikrokozmoslar.

Toplam organik karbon (TOK)/N/P orani dogal
kosullar1 yansitan ~1000/5/1 oranindan, sinirsiz
niitrient takviyesini yansitan 1000/40/6 oranina
kadar ylikseltilmistir. Sinirisiz niitirent takviyesi
kosullar1 belirlenirken asagidaki kabuller yapil-
mistir: (1) maksimum biyokiitle doniigiim orani
0.2 g Hiicre/g Hidrokarbon giderilen seklinden-
dir; (2) logaritmik artis fazindaki dip deniz or-
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ganizmasmin C/N/P orami 100/20/3’tiir (Vrede
vd., 2002).

Degisik N ve P takviye kosullari, kontrol mikro-
kozmoslar1 ve mikrokozmos setlerinin kisaltil-
mig isimleri Tablo 1’de verilmistir. Mikrokoz-
moslar tglii replikalar halinde hazirlanmistir.
Herbir kosuldan 5 farkli set hazirlanmigtir. Bu-
nun nedeni 5 farkli numune alma eylemi gergek-
lestirilecek olmasidir. Numune alma zamanlari
mikrkozmoslardaki gaz {iretim verilerine gore
belirlenmistir.

2 haftada bir 10 mL hacminde gaz numunesi
alinmig, alinan gazin yerine ayni hacimde azot
gazi eklenmistir. Gaz numunelerinin CH, ve
CO; igerikleri INCOS 2300 data degerlendirme
sistemine sahip Finnigan Model 4000 GC-MS
(Finnigan-MAT, Ingiltere) ile tespit edilmistir.

Kimyasal analizler

Sedimentlerin pH’1 HI 99121 toprak pH test kiti
PO,*, NOs, NO, ve SO,> analizleri Dionex
Iyon Kromotografi (Bannockburn, IL, A.B.D.)
kullanilarak yapilmistir. Numunelerin toplam
karbon (TK), toplam organik karbon (TOK),
toplam azot (TN) ve toplam siilfiir (TS) icerikle-
r1 Carlo Erba Model 1108 CHN analizor kulla-
nilarak kuru yakma yontemine gore yapilmistir
(Polat ve Tugrul, 1995). Sedimentlerin toplam
fosfor (TP) igerikleri ise rutin ortofosfat yonte-
mi kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edil-
mistir. Sedimentlerde mevcut TPH kantitatif
hizlandirilmis ¢oziicii 6ziitleme (ASE) ile elde
edilmis ve miktari tespit edilmistir. TPH fraksi-
yonlar1 kantitatif ince tabaka kromatografisi ile
belirlenmistir. Alifatik hidrokarbon fraksiyonla-
r1 INCOS 2300 data degerlendirme sistemine
sahip Finnigan Model 4000 GC-MS (Finnigan-
MAT, Ingiltere) ile tespit edilmistir. Poliaro-

matik hidrokarbon (PAH) fraksiyonlari ise flo-
resan saptayicili Hewlett-Packard 1046A HPLC
kullanilarak tespit edilmistir.

DNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Genomik DNA (gDNA) FastDNA Spin Kit for
Soil (Qbiogene, Ingiltere) kullanilarak, toplam
RNA ChargeSwitch® Total RNA Cell Kit (In-
vitrogen, Almanya) kullanilarak, {ireticinin ta-
limatlarina gore izole edilmistir. Izole edilen
RNA’lar DNA’ya (cDNA) “SuperScript® First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invit-
rogen, Almanya) kullanilarak doniistiiriImistiir.

Gerg¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu
(Q-PCR)

Kullanilan primerler, hedef genler ve organizma
gruplar1 ve spesifik baglanma sicakliklar1 Tablo
2’de verilmistir. Q-PCR icin Roche Light Cyc-
ler 2.0 cihaz1 kullanilmistir. PCR 10 s 95°C, 5's
primerlere 6zgiil baglanma sicakliginda ve 10 s
72°C kosullarinda gergeklestirilmistir. Reaksi-
yonlar 1 U FastStart Taq Polymerase (Roche),
her bir primerden 1 pmol, 0,2 mM dNTP, 2 mM
MgCl, ve 1 ul SYBR-Green (1:50.000; Molecu-
lar Probes, Hollanda) igeren 20 pl’lik hacimler-
de gerceklestirilmistir. Her reaksiyon sonunda
erime egrisi analizi uygulanarak PCR ¢ogalma-
larinin spesifikligi test edilmistir.

Deneysel ¢calisma sonuclari

Korelasyon analizi

Istatiksel olarak énemli korelasyonlar Tablo 3’te
gosterilmistir. Siilfat indirgeyici bakteri ¢ogun-
lugu ve aktivitesi disindadaki biitiin parametre-
ler ve gaz liretimi arasindaki korelasyon katsayi-
lar1 yiiksektir. Bu nedenle sadece gaz {liretimi
verileri tartisilirken biitiin kosullar gbz Oniine
alinmis, diger parametrelerin sadece kisitsiz nut-
rient (UL) kosullarindaki sonuglari tartigiimstir.

Tablo 1. Deney kosullar: ve mikrokozmos isim kisaltmalar

TOC/N/P— 1000/40/6  1000/5/6 1000/20/6 1000/40/1 1000/40/3 1000/5/1
Hidrkarbon eklenmis HC(+)-UL HC(+)-NL1 HC(+)-NL2 HC(+)-PL1 HC(+)-PL2 HC(+)-L
— Hidrkarbon eklenmemis HC(-)-UL HC(-)-NL1 HC(-)-NL2 HC(-)-PL1 HC(-)-PL2 HC(-)-L
o
é Steril edilmis HC(+)-S-UL HC(+)-S-NL1 HC(#)-S-NL2 HC(+)-S-PL1 HC(+)-S-PL2 HC(+)-S-L
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Tablo 2. Q-PCR primer setleri

Primer Hedef Gen Hedef organizma Referanslar

Bac519f 16S rRNA Bakteri Ruppel vd., 2006
Bac907r 16S rRNA Bakteri Ruppel vd., 2006
Arc349f 16S rRNA Arke Takai ve Horikoshi, 2000
Arc806r 16S rRNA Arke Takai ve Horikoshi, 2000
mcrALlf mcrA Metanojen Colwell vd., 2008
mcrAlr mcrA Metanojen Colwell vd., 2008
DSRp2060F dsrB Siilfat indirgeyiciler Geets vd., 2006

DSR4R dsrB Siilfat indirgeyiciler Geets vd., 2006

Tablo 3. Ol¢iilen parametreler ve metan iiretimi arasindaki istatiksel olarak énemli Pearson
product-moment korelasyon katsayilart (r) (p<0.05 ve n=24)

CHy, tiretimi HC(+)

CHyg tiretimi HC(-)

c TOK 0.98 0.99
= HC 0.97 0.96
2 N 0.95 0.96
P 0.95 0.95

CO;, 1 1
assA 0.84 0.82
bssA 0.87 0.85
- Arke-rRNA 0.9 0.89
a Bakteri-rRNA 0.91 0.89
= mcrA 0.9 0.87
g assA 0.87 0.88
bssA 0.9 0.86
= Arke-rRNA 0.94 0.89
i~ Bakteri-rRNA 0.94 0.92
g mcrA 0.93 0.87
- Alifatik HC % -0.64 -0.83
Aromatik HC % 0.64 0.83

CO, ve CH, Uretimi

Kiimiilatif gaz iiretim verileri Sekil 1 ve 2’de
gosterilmistir. Steril kontrollerdeki CO, ve CH,4
tietimi 21 pmol’dan diisiik oldugu i¢in gosteril-
memistir. HC(+) ve HC(-) mikrokozmoslardaki
CO, ve CH, uretimlerinin steril kontrollerden
¢ok daha yiiksek ¢ikmasi, mikrkozmoslardaki
aktivitenin biyolojik oldugunun géstergesidir.
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Sekillerden de goriildiigii lizere, daha yiiksek N ve
P takviyesi daha yiliksek gaz iiretimine yol agmis-
tir. HC(+) ve HC(-) L/PLL/PL2/NL1/NL2/UL
mikrokozmoslardaki gaz iiretim oranlari sirasiy-
la ~ 1/1.3/3.7/1/3.5/7.6 ve ~ 1/1.5/4.5/1/4.6/9.2
seklindedir. Bu sonuglar nutrient takviyesi ile
Hali¢ sedimentlerinin mikrobiyal aktivitesinin
yaklasik 9 kat arttirilabilecegini gostermistir.
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Sekil 2. Kiimiilatif CHy tiretimi
C dengesi N ve P Giderimi

C dengesi Sekil 3 ve Denklem 1°de gosterilmis-
tir. Hiicre sayilar1 umol cinsinden C’a gevrilir-
ken bir bakteri hiicresinin agirligi 1 pg ve mole-
kiiler formiilii CsH7NO; olarak kabul edilmistir
(Madigan 2009).

Baslangigtaki TOK’nun HC(+)-UL ve HC(-)-
UL mikrokozmoslarda sirasiyla %51 ve %57’si
giderilmistir. Bu sirasiyla %56 ve %97 hidro-
karbon giderim verimlerine denk gelmektedir.
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TOK, N ve P iceriklerinin degisimi Sekil 4’te
verilmektedir. TOK/N/P HC(+)-UL ve HC(+)-
UL mikrokozmoslarda sirasiyla 1000/78/12 ve
1000/47/7 oranlarinda giderilmistir. Bu durum
HC(+) mikrokozmoslarda tiim TOK tiiketilme-
den N ve P’un tiimiiyle tiiketilmesine ve aktivi-
tenin durmasina, HC(-) mikrokozmoslarda ise,
disaridan karbon kaynagi eklenmedigi igin, tiin N
ve P tiiketilmeden biyolojik olarak ayristirilabilir
TOK’un tiimiiyle tiikketilmesiyle sonuglanmustir.
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TOK (Hidrokarbon) + TOK (Hidrokarbon olmayan) — Hiicre-TOK + CH4 + CO, (D)
HC(+) %77 %23 %10 %57 %30
HC(-) %55 %45 %10 %58 %27

= 20000 - ©® HC(+)-UL-Gaz Uret.
E ® HC(-)-UL-Gaz Uret.
:En 15000 - A HC(+)-UL-TOK Gid. i
S = A HC(-)-UL-TOK Gid.
- B HC(-)-UL-HC Gid.
E 5000 - @ HC(+)-UL-Huicre "Uret. a &
= 4 HC(-)-UL-Hucre Uret. .
& * *
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® HC(+)-UL-N # HC(-)-UL-N #&HC(+)-UL-P & HC(-)-UL-P BHC(+)-UL-TOK # HC(-)-UL-TOK

1600 - 100

1400 1 %

— 1200 1 ; % - n L,
B E %
E 1000 Fe0 E 8
S 600 ] ] oy
= 400 . gr
» . - 20
200 P &
1] & 4]
0 B4 126 168 224
Gun

Sekil 4. TOK, N ve P iceriklerinin degigimi

Petrol hidrokarbonlarinin bilesenlerinin
degisimi

Aromotaik ve alifatik hidrokarbon fraksiyonla-
rinin degisimi Sekil 5’te verilmektedir. HC(+)
mikrokozmoslarda Aromatik ve alifatiklerin si-
rastyla %55 ve %57’si giderilmistir. HC(-) mik-
rokozmoslarda ise, sedimentin dogal alifatik
hidrokarbon igeriginin tiimii, aromatik hidrokar-
bon iceriginin ise %92’si giderilmistir.

Mikrokozmoslarda tespit edilen hidrokarbon
tipleri Tablo 3’te verilmektedir. Tablo 4’te ayri-

ca tespit edilen hidrokarbon tiplerinin mikro-
biyal aynistirilmasi hakkinda literatiirde daha
once elde edilen bilgiler de 6zetlenmistir. Halig
sedimentleri ¢ok genis bir spektrumda hidrokar-
bon tiplerini ayristirabilmektedir: bu ¢alismada
tespit edilen hidrokarbon tiplerinin tiimiiniin
metanojenik kosullarda mikrobiyal ayrisimi
gergceklesmistir. Ayrisma hiyerarsisi su sekilde-
dir: ilk once kisa zincirli n-alkanlar, daha sonra
uzun zincirli n-alkanlar, sonra asiklik isopre-
noidler, kisa zincirli aromatikler (BTEX) ve en son
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH). Tablo 4’ten
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Sekil 5. Alifatik ve aromatik hidrokarbon konsantrasyonlarimin degisimi

Tablo 4. Mikrokozmoslarda mikrobiyal ayrisima
ugrayan hidrokarbon tipleri
(Hidrokarbonlar hakkinda daha dnce literatiirde
mevcut, nitrat indirgeyici (N), siilfat indirgeyici (SR)
ve metanojenik (M) kosullarda ayrisimlarina dair
bilgi de ozetlenmistir. Daha once belirtilen kosulda
ayrisima ugradigi gosterilen hidrokarbonlar “+7”,
deniz sedimentleri tarafindan ayrisima ugradigr gos-
terilenler ise “Mar” olarak igsaretlenmistir)

Hidrokarbon NR SR M
n-Cgq.9 Alkanlar + + +Mar
n-Cyo.31 Alkanlar +Mar
Fitan and Pristan +Mar +Mar  +Mar
Benzen +Mar  +Mar  +Mar
Toluen +Mar  +Mar  +Mar
Etilbenzen +Mar +Mar +Mar
m-Xylene +Mar  +Mar  +Mar
p-Xylene +Mar  +Mar  +Mar
Naftalin +Mar  +Mar  +Mar
Asenaftalin
Asenaftin +Mar  +Mar +
Hidrokarbon NR SR M
Floren +Mar  +Mar +
Fenantren +Mar +Mar  +Mar
Antraken + +Mar +
Floranten +Mar  +Mar +
Pirin + +Mar +
Benz(a)Antraken +Mar +
Krisen +Mar +
Benzo(k)floranten +Mar +
Benzo(a)Piren +Mar +
DiBenz(a,h)Antraken +

Benzo(g,h,i)Perilin

de goriildiigi gibi, tespit edilen hidrokarbonlardan
bir kisminin mikrobiyolojik olarak olarak ayristiri-
labildigi ilk defa bu ¢alismada gosterilmistir.

Mikrobiyal hiicre sayisi ve aktivitesindeki
degisimler

Baslangigtaki hiicre seviyelerine gore hesaplan-
mig diferansiyel hiicre ve aktivite miktar degi-
simleri Sekil 6 ve 7’de gosterilmektedir. Bas-
langigtaki 120-127 pmol SO4 126. giinden 6nce
tiimiiyle tliketildigi i¢in, 84. giinden sonra siilfat
indirgeyici bakteri (SRB) aktivitesi gozlemlen-
memistir. Baslangi¢ seviyesi ~ 30 uM olan nit-
rat ise baslangi¢c numunesi disinda hi¢gbir numu-
nede gozlenlenmedigi icin nitrat indirgeyici
bakterilerin miktar ve aktivitesi izlenmemistir.
Metanojenler ise inkiibasyon siiresince hem
miktar hem de aktivite acisindan yiiksek seviye-
lerde bulunmaktadir. Bu durum, mikrokozmos-
lardaki karbon gideriminin fermentasyon bakte-
rileri ve metanojenlerin olusturdugu sintrofik
topluluk tarafindan gergeklestirildigini goster-
mektedir.

Anaerobik biyoislahin Hali¢ sedimentlerine
uygulanabilirligi

Deniz sedimentlerinden anaerobik kosullarda
elde edilen hidrokarbon ayristirma hizlar1 Tablo
5’te verilmektedir. Goriildigi tizere, bu calis-
mada elde edilen hizlar zenginlestirilmis kiiltiir-
lerden elde edilen hizlarla yarisir seviyede bu-
lunmakla beraber, halen aerobik ayrisim hiz la-
rindan ¢ok daha diisiik seviyelerdedir. Fakat
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Sekil 7. Hiicre aktivite degisimleri

kronik kirliligin yasandig1 Hali¢ sedimentlerine
siirekli oksijen transferi hem fiziksel hem de
ekonomik olarak imkansiz oldugu i¢in tek alter-
natif anaerobik hidrokarbon degradasyonuna
dayanan bir biyoislah stratejisi gelistirilmesidir.
Bu strateji ile aerobik kosullarda uygulanacak
bir 1slah ¢alismasindan ¢ok daha uzun siirelerde
sonu¢ alinacaktir, fakat sadece sedimentlere N
ve P takviyesine dayandirilig1 i¢in uzun siire cok
az bir maliyetle uygulanabilme olanagi vardir.
Bu nedenle Hali¢ korfezinde yasanan kronik
Kirlilige uzun vadade ¢oziim getirebilecegini
ipuglar1 bu ¢alismayla elde edilmistir.
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Su anda T.C.Denizcilik Miistesarligi, ISKI ve
IBB’nin de katilimiyla, bu ¢alismada elde edilen
sonuclar dogrultusunda, Hali¢ Korfezi dip se-
dimentlerine N ve P takviyesi ile korfezde petrol
hidrokarbonlarindan kaynaklanan kirliligin 1sla-
hina dair yapilacak olan gergek 6lcekli bir uygu-
lama c¢alismasinin hazirliklarin1 yapmaktayiz.
Bu gercek olcekli ¢aligma basariyla sonuglanirsa
diinya capinda, deniz ortamlarinda petrol hidro-
karbonlar1 nedeniyle yasanan kirliligin giderilme-
sinde kullanilabilecek, ekonomik ve az insan
miidahalesi gerektiren bir biyoislah stratejisi ge-
listirilmis olunacaktir.
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Tablo 5. Deniz sedimentlerinden anaerobik/anoksik kosullarda elde edilen hidrokarbon ayristirma

hizlart

. e-alict  Giderim Hiz1 - ug/g
Ast camuru Sibstrat eklenmesi  Sediment.L.giin Referans
SRB zenginlestirilmis kiiltirii  n-alkanlar  Siilfat 0.6 Kniemeyervd.
SRB zenginlestirilmis kiiltiiriic ~ Fenantrin Siilfat 1.4 Davidova vd., 2007
Sediment Ham petrol - 7 Miralles vd. 2007

. . Rothermich vd.,
Sediment PAH Siilfat 48 2002
Sediment n-alkanlar - 60 Jones vd., 2008
Sediment PAH - 228 Kim vd., 2008
SRB Enrichment Naftalin Siilfat 880 Musat vd., 2009
n-alkanlar,

Sediment PAH ve - 700 Bu ¢alisma

BTEX
Sediment Ham petrol  Oksijen 1970 Syakti vd., 2006
Sediment Ham petrol  Oksijen 4285 Roling vd., 2002
Sonuclar reducing Bacteria, Journal of Microbiological

Hali¢ sedimentlerinin anaerobik kosullarda bi-
yoislahinin miimkiin oldugunu gdsteren sonug-
lar asagidaki sekilde 6zetlenebilir:
Sedimentlerde hidrokarbon ayrigtirma kapa-
sitesine sahip mikroorganizmalar yiiksek
miktarda ve aktivitede bulunmaktadir.
Sedimentlerde mevcut bu mikrobiyal aktivite
N ve P takviyesi ile yaklagik 9x arttirilabilir.
Besi maddesi takviyesi ile iyilestirilen hidro-
karbon ayrigim hizlari, sedimentlere anaerobik
kosullarda biyoislahin uygulanabilmesine ola-
nak verecek kadar ytiksektir.
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