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OZET

TATLI SU EGRELTISI AZOLLA FILICULOIDES LAM. KULLANILARAK
PETROL HIDROKARBONLARININ FITOREMEDIASYONU

Petrol hidrokarbonlar1 ile kirlenmis tath su alanlarinin fitoremediasyonu alternatif ve
cevre dostu bir teknoloji olarak umut vermektedir. Bu c¢alismada bir tatl su egreltisi
olan Azolla filiculoides Lam. bitkisinin petrol hidrokarbonlarinin fitoremediasyonundaki
etkinligi arastirildi. Bitkiler azot icermeyen Hoagland besi suyunda sera kosullarinda
yetistirildi. Deney grubu bitkilerine 15 giin siireyle % 0,005, % 0,01, % 0,05, % 0,1, %
0,2, % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 konsantrasyonlarinda ham petrol uygulandi. Taze agirlik
artist, kok uzunlugu ve sayisi biiylime parametresi olarak alindi. Bitki biiylime ortamu,
bitki ve kontrol ortamlarindan alinan orneklerdeki petrol hidrokarbonlarmin analizleri
yapildi.

Bitki biiytimesinin % 0,005 ve % 0,01 ham petrol konsantrasyonlarinda tesvik edildigi,
% 0,05 ve % 0,1 petrol konsantrasyonlarinda ¢ok az indirgendigi, % 0,2 petrol
konsantrasyonunda ise kontrole gore neredeyse % 50 azaldigi ve % 0,3 ve daha yiiksek
ham petrol konsantrasyonlarinda ise populasyondaki bitkilerin ¢ogunlugunun oldigii
goriildli. Bitki biliylime yiizdesi, taze agirlik artist ve kok biliylimesinden elde edilen
degerler A. filiculoides bitkisinin ham petrole olan toleransinin % 0,1 - % 0,2 araliginda
olabilecegini gosterdi. Toplam alifatik ve aromatik (fenantren) hidrokarbonlarin
kontrole gore biyodegradasyonlar1t % 0,05 - % 0,2 petrol konsantrasyonlar1 araliginda
sirasiyla % 94 - % 73 ve % 81 - % 77 gibi yiiksek degerler saptanirken % 0,3 - % 0,5
petrol konsantrasyonlar1 araliginda ise sirasiyla % 71 - % 63 ve % 75 - % 71 arasinda
bulundu. Uygulanan ham petrol konsantrasyonlarindan elde edilen yliksek
biyodegradasyon yiizdeleri A. filiculoides bitkisinin ham petrolle kirlenmis tatli su
alanlarinin fitoremediasyonunda etkili olabilecegini 6nermektedir.
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SUMMARY

PHYTOREMEDIATION OF PETROLEUM HYDROCARBONS BY USING A
FRESHWATER FERN SPECIES AZOLLA FILICULOIDES LAM.

The phytoremediation of freshwater resources contaminated with petroleum
hydrocarbons is an environment-friendly promising approach. In this study, the
phytoremediation capacity of petroleum hydrocarbons of Azolla filiculoides Lam was
investigated. The plants were grown in nitrogen-free Hoagland nutrient solution under
greenhouse conditions. The plants in the experimental group were grown in the
mediums containing 0.005%, 0.01%, 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.3%, 0.4% and 0.5% crude
oil for 15 days. The increase in fresh weight, root length and number of roots were used
to measure growth rate. The effect of the plants on the degradation rate of petroleum
hydrocarbons was gaged by analyzing the amount of hydrocarbons in the experimental
and control media and in the plant samples.

Altough the growth of plants were not too much influenced in the medium containing
0.005% and 0.01% crude oil, the presence of the oil in the growth medium from 0.05%
and 0.1% insignificantly reduced the growth, however the higher concentrations of
crude oil significantly retarded the growth; e.g., 0.2% oil in the media reduced growth
approximately 50% relative control media, and the oil concentrations of crude oil 0.3%
and higher the majority of plants were killed. The results from the percentage of plant
growth, fresh weight increase and root growth showed that the tolerance of A.
filiculoides plants to crude oil could be between 0.1% and 0.2%. In comparison to
control values of the biodegradation of total aliphatic and aromatic (phenathrene)
hydrocarbons between 0.05% - 0.2% oil concentrations, respectively, 94% - 73% and
81% - 77% was high, between 0.3% - 0.5% oil concentrations respectively 71% - 63%
and 75% - 71%. The high biodegradation rates suggested that A. filiculoides plants
could be used for the phytoremediation of crude oil contaminated freshwater resources.
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1. GIRIS

Endiistriyel gelisme, artan diinya niifusu ve kentsel yasamin beraberinde getirdigi ¢evre
kirliligi, ozellikle yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren dogal yasami tehdit
etmektedir. Artan endiistriyel faaliyetler beraberinde enerjiye duyulan gereksinimi de
artirmaktadir. Alternatif enerji kaynaklarmin gelistirilmesi i¢in yogun bir arastirma
olmasina ragmen, petrol hala vazgecilemez enerji kaynagidir. Petrol iiriinlerinin
kullanimindaki artis, meydana gelen petrol tanker kazalar1 ve petrol boru hatlarindaki
sizintilar nedeniyle petrol hidrokarbonlari, toprak ve su (deniz ve tatli su) ortaminda en
fazla bulunan Kkirleticiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Deniz, tatlh su ve toprak
alanlarinda meydana gelen petrol hidrokarbonlar1 kaynakli kirlilik, petrol
tagimaciliginda transit iilke olan Tiirkiye’de ¢evre ve insan sagligi agisindan her gegen

giin daha biiyiik bir sorun olusturmaktadir.

Cevre ve dogal kaynaklarin kirlenmeye kars1 korunmasi, ¢evre kirliliginin dnlenmesi
acisindan kritik 6neme sahip olmakla birlikte kirlenmis alanlarin temizlenmesi de
mevcut g¢evre Kkirliliklerinin ¢6ziimiinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Toprak ve suya
karigan ve buralarda birikme yapan kirleticiler, mikrobiyal aktiviteye, toprak
verimliligine, biyolojik ¢esitlilige ve iiriin kayiplarina, hatta besin zinciri yoluyla ¢evre

ve insan saglig1 problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir.

Petrol hidrokarbonlar1 kokenli c¢evresel kirlilik kaynaklarimin tiim diinyada artis
gostermesi  bunlarin  dogal ortamdan uzaklagtirilmalarina yonelik tekniklerin
gelistirilmesi zorunlulugunu da beraberinde getirmistir. Cevresel kirliligin ortadan
kaldirilmasinda canli  organizmalarin  (bitki, bakteri, alg v.b.) kullanilmasi
biyoremediasyon olarak adlandirilmakta ve bu teknolojilerde temel olarak kirliligin in
situ temizlenmesi hedeflenmektedir. Bu uygulamalar gerek diisiik maliyeti ve gerekse
cevre dostu olmalar1 dolayisiyla alternatif teknoloji olarak son zamanlarda birgok
arastirmanin konusu olmustur. Biyoremediasyon tiiri olan fitoremediasyon, bitkiler

kullanilarak insan aktiviteleri sonucunda kirletilmis toprak, su ve havanin temizlenmesi



olarak tanimlanmaktadir. Farkli bitki tiirleri kullanilarak fitoremediasyonla topraktaki
petrol kirliliginin temizlenebildigine dair ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir. Ancak tath su
bitkileri kullanilarak petrol hidrokarbonlarinin fitoremediasyonu ile ilgili sinirli sayida
arastirma bulunmaktadir. Bu c¢alismada petrolle kirlenmis tathh su alanlarinin
temizlenmesinde bir tatli su egreltisi olan Azolla filiculoides Lam. bitkisinin etkinliginin
arastirilmasi amag edinilmistir.

Tezin “Genel Kisimlar” bdliimiinde petrol ve petrol tiirevlerinin ¢evre kirliligi
tizerindeki etkileri anlatilmis ve tezin ¢alisma alani ile ilgili olarak petrol kirliliginin su
alanlar1 tizerindeki etkisi vurgulanmistir. Ham petroliin yapisi ve bilesenleri tanitildiktan
sonra petroliin ¢evredeki davranisi, biyodegradasyonu ve biyodegradasyonun
degerlendirilmesi anlatilmistir. Fitoremediasyon ve fitoremediasyon tiirleri tanitilarak,
fitoremediasyonu etkileyen biyolojik siirecler, organik bilesiklerin bitkiye alinim
mekanizmalart ve metabolizmalar1 hakkinda bilgiler verilmistir. Son olarak ham
petroliin bitkiler tizerine olan etkileri anlatildiktan sonra bu ¢alismada kullanilan bitki
tanitilmistir. “Malzeme ve Yontem” bolimiinde bitki temini, yetistirilmesi ve ham
petrol uygulamasi ag¢iklanmistir. Ham petroliin bitki {izerine olan etkisi ve petrol
analizlerinin hangi yontemler kullanilarak degerlendirilecegi sunulmustur. “Bulgular”
boliimiinde deneyler sonucunda elde edilen veriler belirtilerek tablo ve sekillerde
gosterilmistir. “Tartisma ve Sonug¢” bdliimiinde bulgular kisminda elde edilen veriler bu
alanda yapilmis mevcut literatiir bilgileriyle karsilastirilarak tartisilmis, sonuclar ortaya
konularak ¢aligmanin 6nemi vurgulanmistir.

Hizli biiylimesi ve laboratuar kosullarinda kolaylikla yetistirilebilmesi Azolla y1
ozellikle fitoremediasyon caligsmalari i¢in ¢ekici kilmaktadir. Diinya literatiiriinde petrol
izerine yapilmis sayisiz ¢alisma mevcuttur. Ancak bu tez konusu ile ¢aligilan bitkide
(Azolla filiculoides) ham petrolii konu alan herhangi bir veriye rastlanilamamistir. Bu
tez ¢alismasmin amaci: (1) bir tath su egreltisi olan ve su lizerinde ylizerek yasayan
Azolla filiculoides Lam. bitkisinin ham petrole olan tolerans sinirlarini belirlemek, (2)
bitkinin fitoremediasyon potansiyeli saptanarak, petrol bilesiklerinin
biyodegradasyonlari lizerindeki roliinli degerlendirmektir. Elde edilen veriler bu bitkinin
yaygin olarak kullanildig1 6zellikle piring tariminda olmak iizere sulak alanlarda
meydana gelecek petrol kirliliginde fitoremediasyon ¢alismalarima  kaynak

olusturacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. CEVRE KiRLILiGi

Kirlilik, ekosistem iizerinde diizensizliklere ve zararlara sebep olarak, canli yasamini
olumsuz bir sekilde etkileyebilecek olan kirleticilerin ¢evreye girisi ve bu alanlarda
yiiksek miktarlarda birikmesi seklinde tanimlanabilir. Toplumun ekonomik biiylimesi,
diinya niifusundaki artis ve buna paralel olarak endiistrilesme siirecindeki hizli degisim
ile birlikte ¢evreye yayilan kirleticilerin miktar1 ve ¢esidi her gegen giin artmaktadir.
Canli ve yasadigi ¢evre lizerinde yapisal zararlar meydana getiren, organik ve inorganik
yapidaki kirleticilerin hava, su ve topraga karigmasi olaymna "gevre kirliligi" adi

verilmektedir.

Cevre kirliligi ¢esitleri genel olarak; hava kirliligi, su kirliligi ve toprak kirliligi seklinde
smiflandirilabilir. Hava kirliligi, dogal ortamda atmosferik havanin fiziksel, biyolojik ve
kimyasal 6zelliginin gesitli etkenlerle canli yasamini tehdit edecek sekilde degisiklige
ugramasidir. Atmosferde toz, duman, gaz, koku ve saf olmayan su buhar1 seklinde
bulunan kirleticiler, insanlar ve diger canlilara zarar verebilecek seviyelere
ulasabilmektedir. Su kirliligi, istenmeyen zararli maddelerin, suyun niteligini
Ol¢iilebilecek oranda bozmalarini saglayacak miktar ve yogunlukta suya karigmasi
olayidir. Dogal ¢evrenin 6nemli bir kismint olusturan su alanlarinin ve ayrica igme
sularmin farkli etkenlerle, insan basta olmak iizere diger canlilarin yasamini olumsuz
yonde etkileyecek bicimde bozulmasi sonucu su kirliligi olusur. Konutlar, endiistri
kuruluslari, termik santraller, giibreler, kimyasal miicadele ilaglari, tarim ve sanayi atik
sulari, niikleer santrallerden ¢ikan sular ve toprak erozyonu gibi siirecler su kirliligini
meydana getiren baslica kaynaklardir. Toprak, iliskili oldugu su ve hava sistemlerinin
icerdigi kirletici unsurlar i¢in son depolama noktasidir. Topraklarin fiziksel, kimyasal
ve biyolojik dengesinin ¢esitli kirletici unsurlarla bozulmasi olayina toprak kirliligi adi
verilmektedir. Bu kirleticiler topragin verim giiciinii diisirmekte ve optimum toprak
Ozelliklerini bozmaktadirlar. Evsel, tarimsal ve sanayi atiklari ile kirlenmis sulama
sulari, tarimsal miicadelede kullanilan kimyasallar ve giibreler, inorganik, organik ve

radyoaktif maddeler, toprak kirliligine neden olan Kirleticilerdir (Biiyiikgiingor, 2006).



Cevre kirliligine sebep olan organik ve inorganik yapidaki bilesikler genel olarak,
endistri, enerji santralleri, fabrika bacalari, rafineriler, otomobil eksozlari, benzin
istasyonlar1 ve evsel atiklardan kaynaklanabildigi gibi tarimda kullanilan gilibre ve
pestisitlerden de kaynaklanabilir. Herhangi bir sekilde cevre kirliligine sebep olan bu
bilesikler dogal dongii icerisinde havaya, topraga, yeralti sularina, gollere, nehirlere ve
denizlere karisabilmekte ve buralarda yiiksek oranlarda birikerek, bulundugu

alanlardaki canli yasamini tehdit edebilmektedir.

2.1.1. Petrol Kirliligi

Insan aktivitelerinin bir sonucu olarak ¢evreye birakilan organik ve inorganik
bilesiklerin biiylik kismi ciddi ¢evresel problemlere sebep olmaktadir. Bu problemler
arasinda yer alan, endiistriyel kaynakli ve diger aktiviteler sebebiyle (Petrol boru
hatlarindaki sizintilar ve petrol tanker kazalar1 gibi) meydana gelen su ve topraktaki
petrol kontaminasyonu biiyiik ¢evresel hasarlar yaratmaktadir. Petrol hidrokarbonlarinin
temel enerji kaynagi olarak kullanilmasi siirmekte ve bu nedenle biiylik bir kiiresel
kirletici olarak etkinligi devam etmektedir (Ferrari ve dig., 1999, Vasudevan ve
Rajaram, 2001, Mrayyan ve Battikhi, 2005).

Toksik, mutajen, Kkarsinojen ve/veya kalici ozellikteki kirleticiler, insan sagligini,
tarimsal verimliligi ve c¢evreyi tehdit etmektedir. Bu kirleticilere 6rnek olarak toplam
petrol hidrokarbonlar1 (TPH), polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 (PAH), halojenli
hidrokarbonlari, pestisitleri, solventleri ve metalleri verebiliriz. Cevresel etkilerinden
dolayr bu bilesikler tarafindan kirletilmis alanlarin temizlenmesi biiyiilk Onem
tagimaktadir. Ancak bazi alanlarin temizlenmesi yeterince masrafli ve zaman alici

olabilir (Pilon-Smits, 2005; Greenberg ve dig., 2007).

Petrol; n-alkanlar, aromatikler, re¢ineler ve asfaltenler gibi hidrofobik ve su icermeyen
bilesiklerin kompleks bir karisimidir. Bu bilesiklerin ¢ogu, toksik (Swoboda-Colberg,
1995), mutajen ve karsinojendir (Zappi ve dig., 1996; Propst ve dig., 1999; Mrayyan ve
Battikhi, 2005). Bu bilesikleri insan saglig1 ve ¢evre iizerindeki olumsuz etkilerinden
dolay1 Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Orgiitii (U.S. EPA) &ncelikli cevre
kirleticiler olarak siniflandirmaktadir (U.S. EPA, 1986; Mrayyan ve Battikhi, 2005). Bu

bilesiklerin ¢evreden temizlenebilmesi igin ¢esitli yontemler Onerilmektedir. Yakma,



klorlama ve ozonlama gibi fiziksel ve kimyasal yontemler; pahali, ayrintili donanim ve
onemli miktarda yakit gerektirirken, organik Kirleticilerin biyolojik olarak temizlenmesi
fiziksel ve kimyasal siirece oranla daha basit, glivenilir ve ucuz bir teknoloji olarak
umut vermektedir (Thayer, 1991; Exner, 1994; Klein, 2000; Mrayyan ve Battikhi,
2005).

Ham petrol, 6zellikle petrol hidrokarbonlari, endiistriyel onem ve onun enerji ihtiyact
acisindan baktigimizda, modern toplumun ekonomik biiylimesi i¢in en Onemli ve
vazgecilmez kaynagi olmustur. Bu gerceklik daha fazla petrol rezervi bulmak adina
yogun arama ¢alismalarina doniismiis ve buna paralel olarak yapilan kesif calismalari da
¢evrenin asirt miktarda kirletilmesiyle sonuglanmistir (Okoh, 2006). Ham petrol kazayla
ya da kasith olarak gevreye karisabilir ve bu da ciddi ¢evre problemlerine yol agabilir
(Thouand ve dig., 1999; Okoh, 2006). Petrol hidrokarbonlarinin az miktarlarda bile su
kaynaklarina karigsmasi ¢0ziinmiis hidrokarbon konsantrasyonlarinin olmasi gereken
siirlarin ¢ok tizerine ¢ikmasina sebep olabilir (Spence ve dig., 2005). Bu Kkirlilik
problemleri, 6zellikle karsinojen ve norotoksik organokirletici familyasina ait bazi
hidrokarbon bilesiklerininden dolay1 ekosistemin biyotik ve abiyotik bilesenleri
tizerinde ciddi hasarlarla sonuglanmaktadir (Mueller ve dig., 1992; Hallier-Soulier ve
dig., 1999; Okoh, 2006). Sulak alanlarin pestisitler, PAH ve agir metaller gibi gesitli

kirleticilerle kontaminasyonu ekosistemin dogal dengesinin bozulmasina yol agmustir.

2.1.2 Sularda Petrol Kirliligi

Canli biyokimyast i¢in temel bir bilesik olan su, ekosistemler arasindaki baglantinin
stirdiiriilmesini de saglamaktadir. Ayrica su, bitki bliylimesi ve akuatik tiirlere habitat
olmasinin yanisira, sediment, besin ve kirleticilerin kiiresel biyojeokimyasal dongii
igerisinde taginmasindaki en 6nemli aktorlerden biridir (De Sherbinin ve dig., 2007).
Diinyamizdaki suyun % 97,2’si okyanuslarda bulunur ve bu su i¢mek, tarimsal sulama
yapmak ya da sanayi kullanimi i¢in oldukga tuzludur. Geri kalan suyun % 2,8’lik kismi
tatli sudur ve bu suyun biylik c¢ogunlugu buzullarda donmus, toprak altinda
ulagilamayacak kadar derinlerde ya da kullanmak i¢in olduk¢a tuzlu haldedir. Boylece
diinyamizin toplam su hacminin sadece % 0,014’i kolaylikla kullanabilecegimiz
durumdadir. Bu su da toprak nemi, kullanilabilir yer altt suyu, su buhari, goller ve

akarsular olarak karsimiza ¢ikmaktadir (U.S. EPA, 1997). Kiiresel diizeyde



kullanilabilecek durumda olan tatli suyun biiyiikk kismi (yaklasik % 70’1) tarimsal
sulama, % 23’1 sanayi ve % 8’1 evsel olarak kullanilmaktadir (De Sherbinin ve dig.,
2007). Bu amagla giin gectikge kirlenen ve tiikenen tatli su kaynaklarimizi diinyamizin

gelecegi agisindan korumak ve bilingli bir sekilde kullanmak durumundayiz.

En son teknolojik gelismelere ragmen, ekstraksiyon, tasima, depolama, aritma ve
dagiim gibi rutin islemler sirasinda ham petrol ve ham petrol iriinlerinin kazayla
cevreye dokiilmeleri siklikla meydana gelmektedir. Her y1l 1.7 — 8.8 milyon metrik ton
arasinda petrol ve petrol tiirevlerinin diinya sularimi kirlettigi tahmin edilmekte (NAS,
1985) ve bu kirlenmenin % 90°dan fazlasinin dogrudan insan aktiviteleri sonucunda

meydana geldigi de bilinmektedir (Zhu ve dig., 2001).

Deniz ortamindaki petrol kirlilikleri, 6zellikle biiyiik 6lgekli petrol tanker kazalar1 deniz
kiyt ortamlar1 igin tehdit olusturmakta ve telafisi zor zararlara sebep olmaktadir.
1989°da Alaska’da meydana gelen tanker kazasinda (Exxon Valdez) 37.000 ton ham
petrol denize dokiilmiistiir. Bu tanker kazasi, binlerce deniz kusu ve memelisinin
Oliimiine yol agarak populasyonunun azalmasma ve yanisira uzun vadeli cevresel
etkilere neden olmustur (Spies ve dig., 1996; Zhu ve dig., 2001). Son olarak yakin
zamanda, Deepwater Horizon petrol platformunun 21 Nisan 2010 da patlamasinin
ardindan batmasi sonucu olusan petrol sizintisi, esi benzeri goriilmemis bir cevre
felaketine yol agmistir. Bu siire¢ igerisinde 24 — 38 milyon galon ham petroliin mavi

sulara karigsmis oldugu belirtilmektedir (Levy ve Gopalakrishnan, 2010).

Denizlerdeki petrol kirliligi ile karsilastirildiginda, i¢ sulardaki petrol kirliligi ¢cok daha
az dikkat ¢ekmektedir. Ancak Amerika Birlesik Devletleri tatli sularinda ortalama
olarak her yil 2000'den fazla petrol kirliligi meydana gelmektedir (Owens ve dig., 1993;
Zhu ve dig., 2001). Tath sularda meydana gelen petrol kirlilikleri denizde olusan
kirliliklere oranla daha kii¢iik hacimli olma egilimi tasisa (Stalcup ve dig., 1997) da
kalabalik niifuslu alanlar i¢inde meydana gelmesi, dogrudan yiizey sular1 ve yer alt1 su
kaynaklarim1 kontamine etmesi nedeniyle halk sagligi ve c¢evre icin olduk¢a biiyiik

tehlike yaratmaktadir (Zhu ve dig., 2001).



Tathi su alanlari, i¢lerinde barindirdiklar1 organizmalar i¢in yasam alani olmalarinin
yaninda endiistriyel ve evsel kaynaklardan gelen bir¢ok tehlikeli kimyasallari da
icermektedir. Bu kimyasallar arasinda poliklorlu bifenilleri (PCB), poliklorlu
dibenzodioksinleri  (PCDD), poliklorlu dibenzofuranlari, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 (PAH), pestisitleri, deterjanlar1 ve agir metalleri sayabiliriz

(Cheevaporn ve Beamish, 2007; Sharma ve Cyril, 2007).

Akuatik sedimentler, fiziksel ve biyolojik atiklarin deposudur, ¢ok ¢esitli organik ve
inorganik Kirleticileri igeren bir havuz olarak degerlendirilebilirler (Zoumis ve dig.,
2001; Perelo, 2010). Sucul ekosistemlerde bulunan kirleticiler sedimentte taginamayip,
birikebilir ya da farkli bilesiklere doniisebilir (Martinez-Jeronimo ve dig., 2008; Perelo,
2010). Agir metaller gibi inorganik bilesiklerin aksine hidrokarbonlar biyolojik siiregler
araciligt ile baska bilesiklere dontstiriilebildigi gibi tamamen degradasyona
ugrayabilmekte hatta bu degradasyon bazen mineralizasyonla da sonuglanabilmektedir.
Akuatik sedimentler anaerobik kosullar1 ve igerdikleri bol miktarda karbon ve enerji
kaynaklarindan dolayr organik bilesikleri degrade edebilme potansiyeline sahip bol
miktarda mikrobiyal kiitleye ve cesitlilige de sahiptirler (Himmelheber ve dig., 2007,
Perelo, 2010).

Sucul ekosistemlere hidrokarbon girisi, dogrudan atik veya dokiilme ile olabilecegi gibi
dolayli olarak karasal veya atmosferik kaynakli da olabilir. Hidrokarbonlarin gevrede
kalic1 olmalar temel olarak kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baglidir. Daha karmasik
yapili, daha halojenli ve hidrofobik olanlar, sedimentte daha ¢ok birikme egilimi
gosterdiklerinden kirletici olarak daha etkilidirler. PAH ve PCB ler gibi kalict ve
karsinojen yapida olan hidrokarbonlar besin zincirine girdiklerinde, daha tehlikeli
olabilirler (IARC, 1983; Perelo, 2010).

2.2. HAM PETROLUN YAPISI

Ham petrol dogal yollarla olusmus, toksik, yanici, farkli molekiiler agirlikta, kompleks
hidrokarbon karigimlarindan ve diger organik bilesiklerden meydana gelmistir. Yerkiire
igerisindeki jeolojik katmanlarda bulunur. Genellikle koyu siyah renkli ve siv1 haldedir.

Petrol (Ing., Petroleum) Latince, petra (kaya) ve oleum (yag) kelimelerinden gelir.



Temel olarak ham petrol, tortullagmis kaya yataklarinda meydana gelmis sivi, kat1 ve
gaz haldeki hidrokarbonlarin karigtmidir. Molekiiler diizeyde hidrokarbonlarin
kompleks bir karisimi olan petrol, azot, kiikiirt ve oksijenli organik bilesikleri ve
Ozellikle vanadyum, nikel, demir ve bakir gibi metalik bilesenleri igerir. Elementel
igerigine bakildiginda petroliin % 83 — 87’si karbon, % 10 — 14’ hidrojen, % 0,05 — 6’
st kiikiirt, % 0,1 — 2’si azot ve % 0,05 — 1,5’i ise oksijendir. Petrol igerisinde bulunan
metallerin orani ise % 0,1’i kadardir (Speight, 1991; U.S. EPA, 2001).

Petrol bilesenleri organik ¢oziiciiler igerisindeki farkli ¢oziiniirliiklerine gore dort biiyiik

grup altinda siniflandirilabilir (Leahy ve Colwell, 1990; Zhu ve dig., 2001) (Sekil 2.1).

1. Dovmus Hidrokarbonlar:

Normal ve dallanmig alkanlari igeren CpHzniz formiiliine sahip Alifatik
Hidrokarbonlar ve C,Hy, formiilii ile gosterilen sikloalkanlari igeren Alisiklik
Hidrokarbonlardir. Zincir uzunluklar1 1 ile 40 karbon arasinda degismektedir.
Doymus hidrokarbonlar genellikle ham petrol igerisinde en fazla bulunan
bilesenlerdir. Genel olarak n-alkanlar en kolay parcalanan petrol bilesenleridir
(Zobell, 1946; Atlas, 1981; Zhu ve dig., 2001 ). 10 ile 26 arasinda karbona sahip
olan alkan bilesikleri en fazla ve sik kullanilan hidrokarbonlardir (Atlas, 1995;
Zhu ve dig., 2001).



DOYMUS HIDROKARBONLAR AROMATIKLER
CHs
H3C=C==C=C=C=CHjs
H2 H2 H2 H2 C}
n-hekzan
toluen
A Ve T _ |
n-heptadekan (n-G ;H;ze) S
naftalen

e e
O‘O

pristan (C,oH,) O

170(H).21B3(H)- hopan benzo[a]piren
RECINELER ASFALTENLER
Ny CHs
2- metilpridin |
F (C7oHo,N, S,0);
dibenzotiofen ‘ O
S

Sekil 2. 1: Ham petrol igerisinde bulunan organik bilesik 6rnekleri (Zhu ve dig., 2001).

2. Aromatik Hidrokarbonlar:
Monoaromatik hidrokarbonlar; BTEX bilesikleri (benzen, toluen, etilbenzen ve

ksilen gibi) ve Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (Naftalen, antrasen ve
fenantren gibi) olmak {izere iki gruptan olusurlar. PAH’lar kimyasal iiriinlerin

tamamen yanmamasi ve kompleks kimyasal reaksiyon serilerinin piroliz siireci
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sirasinda olugsmus kimyasal gruplardir (Ergut ve dig., 2006; Dhammapala ve
dig., 2007; Wang ve dig., 2007; Rey-Salgueiro ve dig., 2008). Cevreye yayilan
PAH’larin biiyiik kismi fosil yakitlarin tamamen yanmamasi ve petrol tanker
kazalarindan kaynaklanmaktadir. PAH’lar mutajen ve karsinojen 6zelliklerinden
dolay1 cesitli ¢cevre ve saglik kuruluslan tarafindan 6nemli kirleticiler listesine

alinmistir (Rey-Salgueiro ve dig., 2008) (Tablo 2.1).

Aromatik hidrokarbonlar genellikle biyodegradasyona daha direngli olmalarina
ragmen, naftalen gibi molekiil agirlig diisiik bazi aromatik bilesikler, doymus
hidrokarbonlarin birgogundan daha 6nce okside olabilirler (Focht ve Westlake,
1987; Zhu ve dig., 2001). Monoaromatik hidrokarbonlar, hiicre membranlari
tizerindeki ¢oziicii etkilerinden dolay1 bazi mikroorganizmalar i¢in toksik etkiye
sahiptirler. Ancak aerobik kosullar altinda, diisiik konsantrasyonlarda kolaylikla
biyodegrade olabilirler. 2 — 4 halkali PAH’lar, daha az toksiktirler ve
biyodegradasyon oranlar1 yapilar1 komplekslestikge azalmaktadir. 5 ve daha
fazla halkaya sahip PAH bilesiklerinin biyodegradasyonlar1 ise daha ¢ok
mikroorganizmalarin ortak metabolizmast ile olabilmektedir. Alkillenmis
aromatikler ana bilesiklerine oranla daha yavas yikilirken, daha ¢ok alkillenmis
gruplarda az alkillenmis gruplara gére daha yavas yikilirlar (Prince, 1993;
Cerniglia, 1992; Zhu ve dig., 2001).

. Recineler:

Azot (N), kikiirt (S) ve oksijen (O) igeren polar bilesiklerdir (pridinler ve
tiyofenler gibi). Genellikle NSO bilesikleri olarak bilinirler.

. Asfaltenler:

Hem yiiksek molekiil agirlikli ve zayif yapili hidrokarbonlar hem de NSO
bilesiklerinden olusurlar. Nikel, vanadyum ve demir gibi metaller de yapilarinda
bulunur.  Doymus  hidrokarbonlar =~ ve  aromatik  hidrokarbonlarla
karsilastirildiginda, regineler ve asfaltenlerin biyodegradasyonu, kompleks
yapilarindan dolayr analizleri zor oldugundan ¢ok az bilinmektedir. Ancak
asfalten degradasyonunun ortak metabolizma ile olabilecegi (Leahy and
Colwell, 1990; Zhu ve dig., 2001) ve ozellikle diisiik molekiil agirlikli regine
fraksiyonlarinin diisiik konsantrasyonlarda biyodegradasyona ugrayabilecegi

belirtilmistir (NAS, 1985; Zhu ve dig., 2001).



Tablo 2. 1: U.S. EPA tarafindan yayinlanan 6ncelikli kirleticiler listesindeki 16 PAH bilesiginin
yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri (Antizar-Ladislao ve dig., 2004; Van Epps., 2006).

Molekiil Formiilii Yapisi log Cozinirlik Hi
agirhig: Kow (mg/L) atm m*mol™*
Naftalen 128 CioHs 3.00-4.00 31 45x10°
Asenaftilen 152 CoHs 6’0 3.70 16.1 -
Asenaften 154 CioHio O’O 3.92-5.07 3.8 2.4 x10™
Floren 166 CisHio 4.18 1.9 7.4x10°
Antrasen 178 Ci4H1o 4.46-4.76 0.045 -
Fenantren 178 CisH1o O g 4.45 1.1 2.7x10%
Floranten 202 CiH O 4.90 0.26 1.9x10°
Piren 202 CisH1o QOOO 4.90 0.132 1.3x10°
Benzo[a]antrasen 228 CigHpo OOQO 5.61-5.70 0.011 1.2x10°
Krizen 228 CisH1z OO?O 5.61 15X 103 6.7 x 107
Benzo[b]floranten 252 CyoH12 [.O 6.57 0.0015 -
0
Benzo[K]floranten 252 CoH1p OOO 6.84 0.00008 -
Benzo[a]piren 252 CaoH12 O‘O 6.04 0.0038 2.7x107
Didenzo[a,h] @ . .
278 CooHis ‘OO 5.80-6.50 5X 10 2.0x10
antrasen O
Indeno[1,2,3- 1)
276 CyH 7.66 0.062 -
cd]piren 2 OO-O
Benzo[g,hi] O
27 H 7.2 : 2.0 x107
perilen 6 CaoHy, O“ 3 0.0003 0 x10
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2.2.1. Petroliin Cevredeki Davramsi

Petrol ¢evreye karistiginda bir dizi fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisimlerden gecer
(Sekil 2.2). Ayrnisma siiregleri, genel olarak petroliin yayilmasini, buharlagsmasini,
¢Ozlinmesini, 1s1kla parcalanmasini, dagilmasini, emiilsifikasyonunu,
biyodegradasyonunu ve bulundugu ortama gore sedimentasyonunu veya
adsorpsiyonunu icermektedir. Bu ayrisma siirecleri petrol bilesimini ve 6zelliklerini
degistirmekte ve bu haliyle petrol kirliligine miidahale yontemlerini de etkilemektedir
(Zhu ve dig., 2001).

U~
Buharlasma <1©l>
os v Q
ERlsHicRytn Fotooksidasyon
Biyodegradasyon
ince Partikiillerle Yayima
C \Etkile§im i
Dagilma
Adsorbsiyon d (Dispersiyon)
ve Sizma

Yer Degistirme ve

Coziinme
Serbest Birakma

Bivodegradasyon

Cokme ve Sedimentasyon

Sekil 2. 2: Petroliin ¢evredeki temel ayrigsma siiregleri (Zhu ve dig., 2001).
Yayima
Petroliin su iizerindeki yayilmasi dokiilmenin ilk saatleri boyunca en 6nemli siireclerden
biridir. Yayilma petroliin akma sicakliginin ortam sicakligindan daha diisiik olmasi ile
saglanmaktadir. Petroliin yayilmasim etkileyen ana kuvvetler, yogunluk, eylemsizlik,
stirtlinme, vizkozite ve yiizey gerilimidir. Yayilma siireci dokiilmenin oldugu yiizey
alanin1 artirmakta bdylece buharlagsma, ¢oziinme ve daha sonraki biyodegradasyon
aracilig1 ile kiitle transferini etkilemektedir (Zhu ve dig., 2001).
Buharlasma
Cevresel etki anlaminda buharlagma petrol dokiilmesinin erken evreleri boyunca en
Oonemli ayrisma siireclerinden biridir. Buharlagsma, oldukca toksik, diisiik molekiil

agirhikli bilesiklerin ortamdan kaldirilmasinda sorumlu olabilir. Su tizerine dokiilmiis
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petrol icin, buharlagsma ile C;5 ten daha kii¢lik normal alkanlar 1-10 giin arasinda
ortamdan kaldirilabilir. Benzen ve toluen gibi ugucu aromatik bilesikler buharlagsma ile
ortamdan daha hizli bir sekilde kaldirilabilir. Buharlasma oranimi etkileyen en 6nemli
faktorler, petroliin bilesimi ve fiziksel Ozellikleri, dalga hareketi, riizgar hizi ve su
sicakligidir ( Jordan ve Payne, 1980; Zhu ve dig., 2001).

Coziinme

Petrol dokiilmesini takiben suda artan ¢Oziinmiis hidrokarbon konsantrasyonlari,
biyoremediasyona olan etkileri ve biyolojik sistemler {izerindeki toksisitelerinden dolay1
olduk¢a onemlidir. Coziinmenin genisligi dokiilen petroliin ¢oziinebilirligine, hava
kosullarina ve dokiilmenin oldugu alanin karakteristigine baghdir. Diisiik molekiil
agirlikli aromatikler suda en fazla ¢dziinebilen petrol bilesenleridir ve ayni zamanda
ham ve rafine olmus petroldeki en toksik bilesenlerdir. Coziinme oranlari ayrica
fotokimyasal ve biyolojik siirecler tarafindan da etkilenmektedir (NAS, 1985; Zhu ve
dig., 2001).

Fotooksidasyon

Ayrisma siireglerinden biri olan fotooksidasyonun onemli biyolojik sonuglar1 olabilir.
Oksijen varliginda giines 15181, yiiksek molekiil agirlikli aromatik ve polar bilesikler gibi
bircok karmasik petrol bilesigini bir dizi serbest radikal zincir reaksiyonlari ile basit
bilesikler haline doniistiirmek igin yeterli enerjiye sahiptir. Bu siire¢ hidroperoksitler,
aldehitler, ketonlar, fenoller ve karboksilik asitler gibi polar bilesiklerin olusumu
nedeniyle petroliin sudaki ¢oziiniirliiglinii arttirabilir. Zararli etkilerin, petroliin sudaki
¢Oziinlirliiglinde ve fotooksidasyonla toksik bilesiklerin olusumundaki artis ile baglantili
oldugu séylenebilir (Nicodem ve dig., 1997; Zhu ve dig., 2001).

Dagilma

Dagilma ya da petroliin su igerisindeki emiilsiyonu, su kolonu igerisinde kiigiik yag
damlaciklarinin olusumunu icermektedir ve boylelikle petroliin yiizey alan1 artmaktadir.
Su igerisindeki petroliin emiilsiyonu genellikle kararli degildir. Dagilma, petrol ile
mikroorganizmalar arasindaki iliskiyi artirarak ve/veya daha ¢Oziiniir petrol
bilesenlerinin ¢oziinilirligiinii artirarak petroliin biyodegradasyon oranini etkileyebilir
(Zhu ve dig., 2001).

Emiilsifikasyon

Petroliin emiilsifikasyon siireci su tiizerindeki kaygan petrol ya da su igerisindeki

petroliin dagilmasindan petrol igerisindeki suyun emiilsiyonu olmak iizere degisen
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durumlan icermektedir. Kalin ve yapiskan o6zellikteki bu yapt % 80 civarinda su
icermektedir. Emiilsifikasyonlarin olusumu ve stabilitesi temel olarak petroliin kimyasal
kompozisyonu ile ilgilidir, vaks ve asfaltik maddelerle zenginlestirilmistir.
Fotokimyasal ve biyolojik siirecler araciligi ile olusturulan yiizey aktif maddeler de
emiilsiyon olusumuna katilmaktadir. Emiilsiyon olusumu fiziksel olarak petroliin
temizlenmesini zorlastirmakta ve ayni zamanda dogal yollarla petrol biyodegradasyonu

oranini azaltmaktadir (Zhu ve dig., 2001).

2.2.2. Petroliin Biyodegradasyonu

Petrol biyodegradasyonu, 6zellikle ugucu olmayan petrol bilesenlerinin ayrismasi ve
¢evreden tamamen Kkaldirilmasini igeren en Onemli siireclerden biridir. Petrol
biyodegradasyonu kirliligin meydana geldigi ¢evrenin karakteristiginden biiyiik dlclide
etkilenmektedir (Zhu ve dig., 2001). Cevredeki petrol kirliliginin ortadan
kaldirilmasindaki en 6nemli mekanizma mikrobiyal degradasyondur (Zeinali ve dig.,
2007). Petrol biyodegradasyonunda etkin olan mikroorganizmalar genel olarak petrol
hidrokarbonlar1 ve iligkili bilesikleri degrade edebilme yetenegine sahiptirler. 200 iin
tizerinde bakteri, maya ve mantar tiiriiniin, tek karbonlu metandan yapisinda 40 m
tizerinde karbon atomu iceren bilesiklere kadar hidrokarbonlar1 degrade edebildigi
bilinmektedir (Zobell, 1973; Zhu ve dig.,, 2001). Deniz ortamindaki petrol
biyodegradasyonunda, bakteriler daha baskinken, tatli sularda maya ve mantarlar da
onemli rol oynayabilmektedir (Cooney, 1984; Floodgate, 1984; Zhu ve dig., 2001). Son
donemde yapilan ¢alismalar, petrol biyodegradasyonunda bitkilerin (Liste ve Alexander,
2000; Gao ve dig., 2005; Merkl ve dig., 2006; Tao ve dig., 2006; Gao ve dig., 2008;
Khan ve dig., 2008; Huesemann ve dig., 2009; Mohsenzade ve dig., 2009; Wu ve dig.,
2009) ve alglerin de (Hong ve dig., 2008) rol oynayabilecegini gostermektedir. Petrol

hidrokarbonlarinin mikrobiyal degradasyona duyarliligini asagidaki gibi gosterebiliriz:

n-alkanlar > dallanmis alkanlar > kii¢iik molekiil agirlikli aromatikler > halkali alkanlar.

Ancak bu model genel bir olgu degildir. Farkli ham petrol tiirleri arasindaki
kompozisyonel heterojenlik, petrol bilesenlerinin biyodegradasyon oranlarini biiyiik
Olclide etkilemektedir. Ayni1 petrol bilesenlerinin degradasyon oranlar1 farkli petrol

tirleri i¢in anlamli derecede faklilik gosterebilir (Zhu ve dig., 2001). Diger taraftan



15

petrol biyodegradasyonu, ayrisma siiregleri, sicaklik, pH, tuzluluk, oksijen ve besin
durumu ile konsantrasyonu (N ve P) gibi oOnemli g¢evresel faktorlerden de
etkilenebilmektedir (Zhu ve dig., 2001).

2.2.2.1.Petrol Biyodegradasyonunun Degerlendirilmesi

Petrol biyodegradasyonunun degerlendirilmesi, kompleks ayrisma siiregleri ve
kirlenmis alanlarin heterojenliginden dolayr olduk¢a zordur. Daha oOnceden de
belirtildigi gibi fiziksel ve kimyasal ayrigma petroliin konsantrasyonunu ve igerigini
onemli Olgide etkileyebilmektedir (Zhu ve dig., 2001). Bu sebeple petrol
biyodegradasyonunun degerlendirilmesinde, biyodegrade olmayan veya yavas
biyodegrade olan petrol bilesenleri (biyomarkirlar) kullanilmaktadir (Lee ve dig., 1997;
Zhu ve dig., 2001).

Ham petrol biyodegradasyonunun degerlendirilmesinde  siklikla  kullanilan
biyomarkirlar; isoprenoidler [pristan (Pr) ve fitan (Ph)], steranlar ve hopanoidlerdir
(Peters and Moldowan, 1993; Zhu ve dig., 2001 ). isoprenoidler pristan ve fitan, benzer
kaynama noktasina sahip n-alkanlara (C;;, Cig) oranla, biyodegradasyona daha
direnglidirler. Bu yiizden, nCjzpristan ve nCyg:fitan oranlari biodegredasyon
derecesinin yorumlanmasinda kullanilmaktadir. Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda,
bu bilesiklerin uzun zaman periyotlarinda daha hizli degrade olduklar1 gortilmiistiir
(Prince, 1993; Bragg ve dig., 1994; Zhu ve dig., 2001 ). Isoprenoidlerin dogal kosullar
altinda degrade olmalarindan dolay1, n-alkan:isoprenoid oraninin biyodegradasyon
caligmalarinin ilk asamalarinda kullanilmasi daha dogrudur (Prince ve dig., 1994; Zhu ve
dig., 2001).

Biyodegradasyon c¢alismalarinda kullanilan diger biyomarkirlardan Hopan, prokaryotik
ve Okaryotik membranlarin molekiiler fosillerinden kokenlenmektedir (Peters and
Moldowan, 1993; Zhu ve dig., 2001) ve biyodegradasyona olduk¢a direncglidir. Diger
taraftan biyodegradasyon alkillenmis PAH homolog serilerinin degradasyon

oranlarimin saptanmasi ile de gosterilebilir (Zhu ve dig., 2001).
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2.3. FITOREMEDIASYON

Gelismekte olan bir teknoloji olarak fitoremediasyon, bitkiler ve onlarla iliskili
rizosferik mikroorganizmalar kullanarak toprak, sediment, yeralt1 sulari, yiizey sular1 ve
hatta atmosferde bulunan kimyasal kirleticilerin, ortadan kaldirilmasi, pargalanmasi ya
da biriktirilmesi siirecidir. Bitkiler petrol hidrokarbonlari, pestisitler, metaller,
radyoniiklidler ve patlayicilar gibi ¢ogu kirleticinin ¢evreden temizlenmesinde
kullanilabilir. Fitoremediasyon igin bitki tiirleri, iirettikleri degrade edici enzimlerine,
biiylime oranlar1 ve verimlerine, kok sistemlerinin derinligine, kirleticileri biriktirme
yeteneklerine ve yeralti sularini evapotranspirasyon potansiyellerine gore segilirler

(Chappell, 1997).

Fitoremediasyon, miihendislik tabanli iyilestirme (remediation) ¢aligmalari i¢in uygun
maliyetli, ¢evreci, alternatif ya da tamamlayici teknoloji olarak son 20 yildir kabul
gormektedir. Bitkiler kirleticileri stabilize etmede, ekstraksiyonda, parcalamada ya da

buharlastirmada kullanilabilir (Pilon-Smits, 2005).

Fitoremediasyon, organik ve inorganik Kirleticilerin bircogu i¢in etkin bir yontemdir.
Cevrede bulunan organik kirleticilerin ¢ogu insan yapimidir ve organizmalar ic¢in
ksenobiyotiktir. Bircogu toksik ve bazilar1 da karsinojendir. Organik Kkirleticiler,
dokiilmeler (petrol, ¢oziiciiler), askeri aktiviteler (patlayici, kimyasal silahlar), tarim
ilaglar1 (pestisit, herbisit) ve sanayi atiklar1 (kimyasal, petrokimyasal) ile g¢evreye
girebilmektedir. Organik kirleticiler 6zelliklerine bagli olarak bitkilerin kdk bolgesinde
degrade edilebilir ya da bitki tarafindan alinarak, bitki i¢inde degrade edilebilir,
konjugasyonla ya vakuolde ya da hiicre c¢eperi alanlarinda tutulabilir veya
buharlastirilabilir (Pilon-Smits, 2005). Organik Kirleticilerden, Trikloetilen (TCE, en sik
rastlanilan yer alt1 suyu kirleticisi) (Newman ve dig., 1997; Shang ve dig., 2003) gibi
organik ¢oziiciiler, atrazin (Burken ve Schnoor, 1997) gibi herbisitler, TNT (Hughes ve
dig., 1997) gibi patlayicilar, petrol, gazolin, benzen, toluen ve PAH’lar (Aprill ve Sims,
1990; Olson ve dig., 2003) gibi petrol hidrokarbonlar ve poliklorlu bifeniller (PCB)
(Harms ve dig., 2003) basarili bir sekilde fitoremediasyonla ortamdan
temizlenebilmektedir (Pilon-Smits, 2005).
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Toprak, sediment ve sudaki kirleticilerin bitkiler tarafindan hangi mekanizmalarla

kullanildig1 arastirmacilar tarafindan tanimlanmistir. Genel olarak fitoremediasyon

mekanizmalari; Fitoekstraksiyon, fitovolatilizasyon, fitodegradasyon, rizodegradasyon,

rizofiltrasyon, fitostabilizasyon ve hidrolik kontrol olmak iizere yedi baglik altinda

toplanabilir.

Fitoekstraksiyon (Phytoextraction): Bitkilerin metaller ve diger bilesikleri,

topraktan kaldirarak yaprak ya da diger bitkisel dokulara tagima yetenegini ifade
eder. Yapilan uygulamadan sonra bitkiler uygulama alanindan tamamen
kaldirilmali ya da hasat edilmelidir. Fitoekstraksiyon yonteminin kullanimi
genellikle toprak ve sedimentteki metaller ya da diger inorganik bilesiklerle
smirhdir (U.S. EPA, 2000; Van Epps., 2006).

Fitovolatilizasyon (Phytovolatilization): Fitovolatilizasyonda, Kkirletici bitki

tarafindan alindiktan sonra ugucu form ya da ugucu degradasyon iiriinii olarak
yapraklardan su buhariyla birlikte atmosfere birakilmaktadir. Fitovolatilizasyon
ayn1 zamanda yapraklara ulasmadan 6nce kirleticinin difiizyonla gévde ya da
diger bitki kisimlarina hareketini gerektirmektedir (McCutcheon ve Schnoor;
2003). Fitovolatilizasyon toprak, su ya da sedimentte ugucu organik bilesiklerin
ya da Se, Hg ve Ar gibi ugucu formda inorganik kimyasallarin bulunmas ile
meydana gelebilir. (Van Epps., 2006).

Fitodegradasyon: Fitodegradasyon bitki tarafindan alinan kirleticinin metabolik

stire¢ aracilig1 ile parcalanmasi ya da kirleticinin bitki tarafindan iiretilen g¢esitli
bilesiklerle (enzimler gibi) dis ortamda pargalanmasidir (U.S. EPA, 2000).
Fitoekstraksiyon ve fitovolatilizasyonda oldugu gibi kirleticinin bitki tarafindan
alimmmi  kirleticinin ~ ¢Oziinlirligline  ve  hidrofobisitesine  baglidir.
Fitodegradasyon, toprak, sediment ve yeralti sularinda bulunan herbisitler, klorlu
cozeltiler ve patlayicilar gibi bazi1 organik Kkirleticilerin temizlenmesinde
kullanilmistir (Van Epps., 2006).

Fitostabilizasyon: Fitostabilizasyon, kirleticinin kokler tarafindan absorbsiyonu

ve akiimiilasyonu, kokler iizerinde adsorbsiyonu ya da bitkinin kok bolgesinde
biriktirilerek immobilizasyonu olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, bitki ve bitki
kokleri kullanarak riizgar ve su erozyonu, ¢oziinme ve topraga dagilmasi
araciligiyla kirleticilerin toprak igerisinde baska bir yere yayilmasinin

engellenmesi olarak ta tamimlanabilir (U.S. EPA, 2000). Fitostabilizasyon,
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metaller ve diger inorganik bilesiklerin toprak ve sedimentten temizlenmesinde
basar ile uygulanmaktadir (Van Epps., 2006).

Rizodegradasyon (Fitostimiilasyon): Rizodegradasyon, Kirleticilerin bitki kok

bolgesinde ya da rizosferindeki mikrobiyal aktivite sonucunda pargalanmasi
olarak tamimlanmaktadir. Rizodegradasyon, bitki destekli par¢alama, bitki
destekli biyoremediasyon ya da gelismis rizosferik biyodegradasyon olarak ta
bilinir (U.S. EPA, 2000). Rizodegradasyon rizosferde bulunan ¢ok sayida ve
tirde bakteriler ya da diger mikroorganizmalar tarafindan yapilmaktadir
(McCutcheon ve Schnoor; 2003; Van Epps., 2006). Kok eksudatlar1 bitki
tarafindan tiretilen ve bitki koklerinden salinan bilesiklerdir. Rizosferde bulunan
bu eksudatlar, sekerleri, aminoasitleri, organik asitleri, yag asitlerini, sterolleri,
niikleotidleri, biiyiime faktorlerini, flavonenleri, enzimleri ve diger bilesikleri
igerirler (Schnoor ve dig., 1995; U.S. EPA, 2000). Rizosferdeki mikrobiyal
populasyon ve aktivite, kok eksudatlarinin varhginda daha da artabilir ve
boylece organik Kkirleticilerin  biyodegradasyonlarinin da  hizlanmasini
saglayabilir. Rizodegradasyonla, biyodegradasyona ugrayan organik bilesiklere
petrol hidrokarbonlari, PAH lar, klorlu ¢oziiciiler, pestisitler, PCB ler, benzen,
toluen, etilbenzen ve ksilenler gibi organik bilesikleri verebiliriz (Van Epps.,
2006).

Rizofiltrasyon: Rizofiltrasyon, abiyotik ve biyotik siiregler tarafindan bitki kok

bolgesinin ¢evreledigi ¢ozeltide bulunan kirleticilerin, bitki kokleri iizerinde
adsorbsiyonu veya birikmesi ya da bitki koklerinin i¢ine absorbsiyonu olarak
tanimlanir (U.S. EPA, 2000). Rizofiltrasyon siirecinde bitki tarafindan alinmig
olan Kkirletici bitkinin hasat edilmesi ile ortamdan kaldirilmis olur. Ancak
ortamdan kaldirilan bu kirletici bitki kok sisteminde ¢Ozlinmiis ve konsantre
olarak bulunmaktadir. Daha sonra kirleticiler bitkiden fiziksel olarak kaldirilir.
Rizofiltrasyon daha ¢ok yer alt1 sulari, ylizey sular1 ya da atik sularda bulunan
metallerin ya da diger inorganik bilesiklerin temizlenmesinde kullanilir (Van
Epps., 2006).

Hidrolik Kontrol: Hidrolik kontrol bitkiler kullanarak yer alt1 sularinin alinimi

ve tiketimi ile kirleticilerin birikmesinin ve yayilmasimin &nlenmesi olarak
tamimlanmaktadir. Hidrolik kontrolde kullanilan bitkiler yiiksek hacimlerdeki

sular1 transpirasyonla tiikettikleri i¢in bulunduklar1 bdlgede su dengesi
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yaratmakta ve bu sekilde artan transpirasyonla kirleticilerin bdlgeden gociinii

engellemektedirler (McCutcheon ve Schnoor; 2003; VVan Epps., 2006).

Fitoremediasyon mekanizmalarini Tablo 2.2 deki gibi 6zetleyebiliriz.

Tablo 2. 2: Fitoremediasyon mekanizmalari (U.S. EPA, 2000; Pivetz, 2001).

Mekanizma Amag Ortam Kirleticiler
Fitoekstraksiyon Kirleticinin Toprak, sediment,  Metaller,
ekstraksiyonu ve camurlagsmis atiklar  radyoniiklidler
toplanmast
Fitovolatilizasyon  Kirleticinin Yeralti suyu, Ucgucu organikler,
ortamdan toprak, sediment, Klorlu ¢oziiciiler,
ekstraksiyonu ve camurlagsmis atiklar  bazi inorganik
atmosfere bilesikler (Se, Hg
birakilmasi and As)
Fitodegradasyon Kirleticinin yok Toprak, sediment,  Organik bilesikler,
edilmesi yeralt1 suyu, yiizey  fenoller, herbisitler.
sular1
Fitostabilizasyon  Kirleticinin Toprak, sediment,  Metaller
biriktirilmesi ¢amurlasmis atiklar
Rizodegradasyon  Kirleticinin yok Toprak, sediment,  Organik bilesikler
edilmesi yeraltt suyu, yizey (TPH, PAH,
sulart pestisitler, klorlu

¢oziiciiler, PCB ler)

Rizofiltrasyon Kirleticinin Yeralti suyu, yiizey Metaller,
ekstraksiyonu ve suyu radyontiklidler
toplanmast

Hidrolik Kontrol  Kirleticinin Yeralti suyu, yiizey Suda ¢oziinebilen
degradasyonu ve suyu organikler ve
biriktirilmesi inorganikler

2.3.1. Fitoremediasyonu Etkileyen Biyolojik Siirecler

Fitoremediasyonla kirleticiler biiylik dl¢iide ortamdan uzaklastirilmasina ragmen, ¢ogu
zaman bu islemin altinda yatan biyolojik mekanizma tamamen bilinmemektedir.
Fitoremediasyon teknolojilerinin verimliligini artirabilmek igin biyolojik siirecler
hakkinda daha fazla bilgi edinmemiz gerekmektedir. Biyolojik siirecler; bitki-
mikroorganizma etkilesimleri ve rizosferik siiregleri, bitkiye alinma, tasinma ve tolerans

mekanizmalarini, iletim ve depolamadaki bitki ¢elatorlerini igermektedir.
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2.3.1.1.Kirleticinin Biyoyararlanum:

Kirleticilerin ortamdan uzaklagtirilabilmesi i¢in oncelikle bitkiler ve iliskili olduklari
mikroorganizmalarin Kkirleticilerle temas halinde olmasi ve onlart etkilemesi
gerekmektedir. Bu yiizden bir kirleticinin biyolojik olarak kullanimi o kirleticinin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in Onem tagimaktadir. Kirleticinin biyoyararlanimi,
kirleticinin kimyasal 0Ozelligine, toprak yapisina, ¢evresel kosullara ve biyolojik
aktiviteye baghdir. Kiiglik partikiil yapisina sahip topraklar (Killi), kumlu topraklara
gore daha fazla su tutarlar ve ozellikle katyonlar (Katyon Degisim Kapasitesi: KDK)
daha fazla baglayici alanlara sahiptir (Taiz ve Zeiger, 2002; Pilon-Smits, 2005).
Topraktaki organik yapmin (humus) konsantrasyonu KDK ile pozitif korelasyon
gosterdigi kadar, hidrofobik organik kirleticileri baglama kapasitesi ile de pozitif
korelasyon gosterir. Ciinkii, humus temel olarak 6li bitki materyalinden olusmustur.
Bitki hiicre c¢eperleri negatif yiikliidiir ve katyonlar1 baglar. Bunun yanisira lignin de

hidrofobik bilesikleri baglar (Burken, 2003; Pilon-Smits, 2005).

Bir kirleticinin, hidrofobisite ve buharlagsma (volatilite) olmak {izere iki 6nemli kimyasal
ozelligi o kirleticinin topraktaki hareketini etkilemektedir. Hidrofobisite genellikle
oktanol:su oransal katsayisi ya da log Koy (oktanol:su dagitim katsayisi, kirleticinin
hidrofobisitesi i¢in 6lgii birimi) olarak tanimlanir (Trapp ve McFarlane, 1995). Yiiksek
log Kow degeri yiiksek hidrofobisiteye karsilik gelmektedir. PCB ler, PAH lar ve diger
hidrokarbonlar gibi son derece hidrofobik molekiiller (log Kow > 3) topragin organik
yapisina sikica baghdirlar ve toprak goézeneklerindeki sularda c¢oziinmezler.
Biyoyararlanimdaki bu eksiklikleri fitoremediasyonda kullanimlarimi engelledigi i¢in bu
molekiiller kalic1 Kirleticiler olarak siniflandirilir. Sudaki ¢oziniirligi log Kow < 3
degerinden daha diisiik organik bilesikler toprak gozeneklerindeki suda log Kow

degerlerinin tersi yonde ¢6ziinme egilimi tasimaktadirlar (Pilon-Smits, 2005).

Kirleticinin uguculugu, Henry kanunu (H;) olarak tanimlanir ve bir bilesigin suya gore
havadaki dagilma egiliminin bir él¢iisiidiir (Davis ve dig., 2003). H; > 10 degerinden
biiyiik degere sahip kirleticiler toprak partikiilleri arasindaki hava bosluklarinda hareket
etme (mobilite) egilimi tasirken, H; < 10° olanlar ¢ogunlukla su igerisinde hareket
egilimindedir. H; degeri 10® ile 10* arasinda olan bilesikler ise hem havada hem de

suda hareket edebilirler. Hem suda hem de havada hareket edebilen organik kirleticiler



21

pasif olarak bitkiye diflize olabilir. Suda hareketli organikler fitodegradasyonla
parcalanabilir ya da inaktif duruma getirilirken, ugucu organikler bitkiler tarafindan
kimyasal modifikasyona ugratilmadan hizli bir sekilde buharlastirilabilir (Bromilow ve
Chamberlain, 1995; Pilon-Smits, 2005).

Kirleticilerin biyoyararlanimini etkileyen siireclerin anlagilmasi fitoramediasyonun etkin
bir sekilde optimize edilmesine yardim edebilir. Topraktaki iyilestirmeler metal
katyonlarin bitkiler tarafindan almimini daha gekici kilabilir. Ornegin, sitrat ya da malat
gibi dogal organik asitlerin topraga eklenmesi pH Y1 dislirecek ve toprak
partikiillerindeki Cd, Pb ve U gibi ¢elat metallerin bitkiler tarafindan alinimin1 daha
olanakli hale getirecektir. Diger taraftan organik madde eklenmesi hidrofobik
organiklerin biyoyararlanimin1 distirlirken, yilizey aktif maddelerin ya da yiizey
temizleyicilerin (sabun gibi) eklenmesi Kkirleticinin biyoyararlanimini artirmaktadir.
Organik bilesikler farkli yiiklerde az ya da ¢ok protonlanmig formlarda olabildikleri
icin, toprak pH nin degisitirilmesi kirleticinin ¢oziiniirliiglini ve bdylece bitkiye

alinimini da etkilemektedir (Pilon-Smits, 2005).

Sonug olarak, bitki tarafindan kimyasal alinimini ve dagitimim etkileyen faktorlerden
bazilarini su sekilde siralayabiliriz (Susarla ve dig., 2002);
1. Bilesigin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Sudaki ¢oziintirliigii, molekiil agirligi,
oktanol:su katsayisi, buhar basinci gibi)
2. Cevresel ozellikler (sicaklik, pH, organik yap1, toprak nem igerigi gibi)

3. Bitki 6zellikleri (kok sistemi ve enzim tipleri gibi).

2.3.1.2.Bitki Mikroorganizma Etkilesimleri

Rizosferik Mikroorganizmalarin Rolii

Rizosfer kokiin yaklasik olarak 1 mm lik alanina kadar uzanir ve kokiin etkisi altindadir.
Bitkiler tarafindan serbest birakilan c¢esitli yapidaki fotosentetik kokenli organik
bilesikler rizosferde bulunan heterotrofik mantar ve bakteriler tarafindan karbon
kaynag1 olarak kullanilabilir (Bowen ve Rovira, 1991). Bitki koklerinin salgiladiklari
basit sekerler, amino asitler, enzimler, alifatikler ve aromatikler gibi bilesikler
rizosferdeki spesifik mikroorganizmalarin biiylimesini tesvik etmektedir (Macek ve
dig., 2000). Buna karsilik olarak bazi mikroorganizmalar iirettikleri bitki biiyiime

diizenleyicileri araciligiyla kok biiylimesini tesvik edebilmekte, su ve mineral madde
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alinimini artirmakta ve diger NO patojenik toprak mikroorganizmalarinin biyiimesini
inhibe etmektedir (Kapulnik, 1996; Pilon-Smits, 2005). Rizosferde bitki ve
mikroorganizma arasinda meydana gelen etkilesimler karmasiktir ve bazi durumlarda
her iki organizma iginde karsilikli yarara dayali bir iliski gelistirmistir. Bu mutualistik
iligki bitki varliginda kirleticilerin daha hizli bir sekilde pargalanmasindan sorumludur
(Hedge ve Fletcher, 1996; Macek ve dig., 2000). Rizosfer remediasyonu bitki ve/veya
mikroorganizmalar araciligiyla meydana gelen aktif siireglerin bir sonucu olabilir. Bu
siregler, kirleticinin biyoyararlanimini, alimimint ve degradasyonunu etkileyebilir.
Kirletici biyoyararlanimi ise ¢esitli bitkisel ve mikrobiyal aktivitelerden etkilenebilir.
Baz1 bakterilerin salgiladiklari biyoyiizeytemizleyiciler (rhamnolipidler gibi) hidrofobik
kirleticileri suda daha ¢oziiniir hale getirebilir (Volkering ve dig., 1998; Pilon-Smits,
2005). Bitki eksudatlar1 ya da lizatlarinin igerdigi lipofilik bilesikler, Kirleticilerin
sudaki ¢Oziinlirligiinii artirabilir ya da biyoylizeytemizleyici iireten mikroorganizma
popiilasyonlarmi tesvik edebilir (Siciliano ve Germida, 1998). Bu rizosferik etkiye ek
olarak, bitkiler bir¢ok organik atig1 kokleri araciligiyla topraktan ya da sudan pasif
olarak alabilirler. Ayrica bitkiler havadaki organik bilesikleri baglama yetenegine de
sahiptirler. Rizosferde bulunan organik Kkirleticiler bitki kokleri tarafindan salinan
enzimler ya da mikrobiyal degradasyonun fitostimiilasyonu ile degrade edilebilir (Pilon-
Smits, 2005). Rizosferde normal toprak ortamina oranla daha hizli bir sekilde degrade
olabilen organik bilesiklere; polisiklik aromatik hidrokarbonlari, total petrol
hidrokarbonlarin1 (Nichols ve dig., 1997; Pradhan ve dig., 1998), klorlu pestisitleri,
poliklorlu bifeniller (PCB) gibi diger klorlu bilesikleri (Mackova ve dig., 1998),
patlayicilar1 (TNT, DNT), organofosfat insektisitleri ve yiizey aktif temizleyicilerini
(deterjanlar) verebiliriz (Macek ve dig., 2000), (Sekil 2.3). Bitkiler tarafindan
mikrobiyal degradasyonun stimiile edildigi siiregler;

1. Genel rizosfer etkisi: Mikrobiyal yogunlugu artirmak icin bitkiler tarafindan
rizosfere salinan karbonlu bilesikler.

2. Bitki kokleri tarafindan salinan sekonder bitki bilesikleri: Bu bilesikler ya
organik bilesiklerin degradasyonunda yer alan mikrobiyal genleri tesvik edebilir
ya da mikrobiyal degradasyonu kolaylastirmak amaciyla ko-metabolit olarak rol
oynayabilirler.

olarak gosterilebilir (Fletcher ve Hegde, 1995; Leigh ve dig., 2002; Pilon-Smits, 2005).
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Bitki-mikroorganizma etkilesimleri hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunmasi, daha
verimli fitoremediasyon stratejilerinin tasarlanmasi ya da daha etkili bitki-

mikroorganizma konsorsiyumlarmin  olusturulmasi1 agisindan olduk¢a O6nem

tasimaktadir.
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Sekil 2. 3: Petrol hidrokarbonlarmin (PHC) rizoremediasyonu. (A) PHC lerin biyoyararlanimi
(bioavailability): hidrofobik petrol damlaciklar1 toprak partikiillerine baglanabilir ya da fiziksel olarak
mikroporlar i¢inde sikigip kalabilir. Bundan dolay: toprakta biyolojik olarak kolaylikla ulagilabilir
durumda degildirler. Biyoyararlanim mikrogevrede, kimyasal, biyokimyasal, fiziksel ve ¢evresel
parametreler arasindaki kompleks iliskilere baglhidir. (B) Rizoremediasyonu etkileyen genel siirecler: bitki
kokleri, kok yiizeylerinde ve rizosferde mikrobiyal bliytimeyi destekler. Kokler toprak igerisinde kanallar
acarak O, ve H,O nun hareketine izin verdikleri gibi toprak igerisinde sikisip kalmis genis bir yelpazedeki
kirleticileri mikroorganizmalar i¢in ulagilabilir duruma da getirirler. Bitki biiylimesini tesvik eden
rizobakteriler; 1-aminosiklopropan-1-karboksilat deaminaz (ACCD). (C) Aerobik PHC degradasyonu:
PHC-su arayiizeyinde (interface) mikroorganizmalar adhezyon yontemlerini ve/ veya
biyoylizeytemizleyicileri kullanirlar. Mikrobiyal yiizey zara bagl oksigenazlari igerir ve degradasyonda
ilk basamak olarak bunu kullanir. Degradatif yolun ilk basamagi yag asidi analoglarini olusturmak i¢in
PHC igerisindeki iki O atomunun birlestirilmesidir. Bu mikroorganizmalar daha sonra biiyiir ve yiizeyde
sayilarin artirirlar. Bir mikroorganizma petroliin sadece bir kismini pargalayabilir (kompleks karigim
icerisindeki bazi bilesikler gibi) ve teorik olarak 1 g PHC nin mikrobiyal doniigiimii i¢in 150 mg N ve 30
mg P gerekmektedir. Petrol damlacig1 pargalandik¢a farkli mikroorganizmalar da degradasyon siirecine
devam edecektir. (D) PHC nin yag asidine doniigiimii igin olas1 mikrobiyal oksijenasyon yolu: sitokrom
P450 (P450), Dehidrogenaz (DEHYD), Yag asidi (F.A). (Karen ve dig., 2009).
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2.3.1.3.Kirleticilerin Bitkiye Alinimi

Kirleticilerin bitki kokleri tarafindan alinimi organik ve inorganik bilesikler igin
farkliliklar gostermektedir. Organik kirleticiler genellikle insan yapimi oldugundan
dolayr bitkiler i¢in ksenobiyotiktir ve bunun sonucu olarak bu bilesiklerin bitki
zarlarinda tasiyicilar1 yoktur. Bu ylizden organik kirleticiler kimyasal 6zelliklerine bagh
olarak basit difiizyonla bitkiye girme egilimindedir. Organik Kirleticilerin bitkiye
alinmminda en Onemli Ozelliklerinden birisi daha oOnceden de bahsedildigi gibi
hidrofobisitesidir (Briggs ve dig., 1982; Trapp ve McFarlane, 1995). log Kow degeri 0,5
ile 3 arasinda olan organik bilesikler, yeterli hidrofobiktirler (hyrophobic enough),
zarlarin lipid bilayerlerinden direkt olarak gecgebilirler ve suda ¢oziinebildiklerinden
dolay1 da hiicre igine girebilirler. log Koy < 0,5 olan organik bilesikler oldukca
hidrofiliktirler, hiicre zarlarindan gegemezler ve bu yiizden bitkiye alinamazlar. log Koy
> 3 olan organik bilesikler olduk¢a hidrofobiktirler, bitkinin periferinde hiicre ¢eperi ile
zarina yapigsmis durumdadir ve hiicre sivisina giremezler. Organik bilesiklerin bitkiye
aliimi ve hareketi biyolojik siirecten ¢ok fiziksel oldugu icin bitki tiirlerindeki alinimi
tahmin edilebilmekte ve modellemesi kolaylikla yapilabilmektedir (Davis ve dig.,
2003). Bir ¢ozeltiden bitki koklerinin igine organik kirleticilerin hareket etme egilimi
kok konsantrasyon faktorii olarak tanimlanmaktadir (RCF: kokteki konsantrasyon /

¢ozeltideki konsantrasyon).

Buna karsilik olarak, inorganik bilesikler biyolojik siirecler tarafindan tasiyici proteinler
araciligiyla yapilmaktadir. Bu tasiyicilar dogal olarak ortaya c¢ikmislardir. Ciinki
inorganik kirleticiler ya bitkiler tarafindan nutrient olarak kullanilirlar (Nitrat, fosfat,
bakir, mangan, ¢inko gibi) ya da bitki mineral maddelerine kimyasal olarak benzer
yapida olduklar1 i¢in yanlshkla (inadvertently) bitkiye alinirlar. Ornegin, arsenat fosfat
tasiyicilarn tarafindan, selenat ise siilfat tasiyicilari tarafindan bitkiye alinmaktadir
(Abedin ve dig., 2002). inorganikler genellikle iyon formundadirlar ve membran tasiyici

proteinlerinin yardimi olmadan zarlardan ge¢cemezler (Pilon-Smits, 2005).

Inorganik kirleticiler dokuda biriktikleri zaman genellikle toksik etki yaparlar. Bu etkiyi
hem direkt hiicre yapisin1 hasara ugratarak (redoks aktivitelerinden dolay1 oksidatif stres

yaratarak) ve hem de dolayli olarak esansiyel elementlerle yer degistirerek yaparlar.
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Organik bilesikler ise bitkiler icin daha az toksik olma egilimindedirler, ¢iinkii bu

bilesikler kolayca birikmezler ve daha az reaktiftirler (Pilon-Smits, 2005).

Koklerde Celat Olusumu

Daha 6ncede bahsedildigi gibi bitkiler, kirleticinin ¢oziiniirliglinii ve bitkiye alinimini
etkileyen bilesikleri koklerinden serbest birakabilir. Bitki dokulari igindeki gelator
bilesikler, organik ve inorganik bilesiklerin tasinimi, sekuestrasyonu ve toleransinda rol
oynayabilir (Ross, 1994). Fitosideroforlar, demir (Fe) ve belki de ¢imenlerdeki (grasses)
diger metallerin almimmi  kolaylastiran  ¢elatorlerdir.  Biyosentetik  olarak
nikotianaminden (NA) sentezlenmislerdir (Higuchi ve dig., 1999). NA da metallerin
taginiminda rol alabilir (Stephan ve dig., 1996). Organik asitler (Sitrat, malat, histidin)
sadece metallerin koklere alinimini kolaylastirmakla kalmayip aynit zamanda metallerin
tasinim, sekuestrasyon ve toleransinda da rol oynamaktadir (Kipper ve dig., 2004; ).
Metaller tiolce zengin peptidler, glutatyon (GSH) ve fitokelatin (PCs) ya da Sistein
(Cys)’ ce zengin metalohiyonin proteinler (MT) le de baglh olabilir (Cobbett ve
Goldsbrough, 2000). Koklerdeki gelatli metaller vakuolde depolanabilir ya da ksilem
araciligiyla govdeye tasimabilir. Organik bilesikler ise konjuge olabilir, depo edilebilir
ya da enzimatik olarak pargalanabilirler. Bu siiregler Sekil 2.4 de sematize edilmistir
(Pilon-Smits, 2005).
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Sekil 2. 4: Bitki hiicrelerinde inorganik ve organik kirleticilerin tolerans mekanizmalari.
Detoksifikasyon genellikle konjugasyonu takiben apoplast ve vakuolde Kirleticinin daha az
zararl hale getirildigi aktif sekuestrasyonu icerir. Celatorler GSH: glutatyon, Glu: glukoz, MT:
metalohiyoninler, NA: nikotianamin, OA: organik asitler, PC: fitokelatinler kisaltmalar1 olarak
aktif tastyicilar ise kutu igindeki ok isaretleriyle gosterilmistir (Pilon-Smits, 2005).

2.3.1.4.Tasinma

Kokten govdeye tasinim ilk olarak kok simplastindan, ksilem apoplastina membran
tasinimi  gerektirmektedir. Kok endodermisindeki Kaspari Seridi (hiicre ¢eperinde
bulunan gec¢irgen olmayan suberin tabaka) toprak ¢ozeltisinden ya da kok apoplastindan
kok ksilemine suda ¢6ziinmiis maddelerin gegisini engellemektedir (Taiz ve Zieger,
2002). Organik kirleticiler kok simplastt ve ksilem apoplasti arasindaki zardan basit
difiizyonla geger. Transpirasyon akimi konsantrasyon faktorii (TSCF), ksilem sivisi

icindeki bir bilesigin konsantrasyonunun dis solusyondaki konsantrasyonuna orani
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olarak tanimlanmaktadir ve bitkinin toprak istii kisimlarina aliniminin 6lgiisiidiir. Bitki
taginiminin Olc¢lilmesi i¢in kullanilir. Organik kirleticinin ksileme girisi, bitki igine
alinmalarinda oldugu gibi membranlar tzerindeki benzer pasif tasimima baghdir.
Boylece, organik bilesikler i¢cin TSCF bilesigin hidrofobisitesi (RCF) ile benzer
korelasyon gostermektedir (Trapp ve McFarlane, 1995; Pilon-Smits, 2005).

Yapraklarda Celat Olusumu

Yaprak ksileminden yaprak hiicrelerine madde alinimi bir diger membran taginim
basamagmi icermektedir. Inorganik bilesikler spesifik membran tasiyici proteinler
tarafindan alinirlar. Organik bilesikler govde ksileminden yaprak simplastina basit
difiizyonla gecerler. Kirleticiler yaprak simplastina girdikten sonra belli doku ya da
hiicresel alanlara tasinabilir. Toksik kirleticiler genellikle temel hiicresel siiregler ile
daha az zararli olabildikleri yerlerde sekuestrasyona ugratilirlar. Kirleticiler hiicresel
diizeyde genellikle vakuol ya da hiicre ¢eperinde biriktirilirken (Cobbett ve
Goldsbrough, 2000; Burken, 2003), doku seviyesinde ise epidermis ve trikomlarda
biriktirilebilirler (Hale ve dig., 2001; Pilon-Smits, 2005).

Kirleticilerin dokularda sekuestre edilmeleri genellikle c¢elatérler ya da konjugat
formlartyla baglanmalart ile olur (Sekil 2.4). Metal sekuestrasyonuna katilan gelatorlere
tripeptid GSH (y-glu-cys-gly) ve oligomerlerini (PC’ler) verebiliriz. GSH ya da PC’ler
ile gelat olusumundan sonra ABC — tip tasiyici, metal — ¢elat kompleksini aktif olarak
vakuole tagir. Bu kompleks vakuolde siilfidlerle daha da kompleks bir duruma getirilir
(Lu ve dig., 1997). Malat ve sitrat gibi organik asitler de biiyiik olasilikla vakuolde
bulunan metal g¢elatorlerdir (Kiipper ve dig., 2004). Ferritin kloroplastlardaki bir demir
(Fe) gelatoriidiir (Theil, 1987; Pilon-Smits, 2005).

GSH ile konjugasyon organik kirleticilerin tolerans1 ve sekuestrasyonunda da rol
oynamaktadir. Farkli substrat spesifitesindeki GSTs (GSH-S-transferazlar) ailesi GSH
nin sitosolde organik bilesiklerle konjugasyonuna aracilik etmektedir (Neuefeind ve
dig., 1997; Hatton ve dig., 1996). Glutatyon S-konjugatlar1 vakuol ya da apoplasta
(ATP-bagli membran pompalariyla) aktif olarak taginirlar (Sandermann, 1994; Marrs ve
dig., 1995; Wolf ve dig., 1996). Bitkilerde organik bilesikler icin alternatif bir

konjugasyon-sekuestrasyon mekanizmasi, organik bilesiklerin glukoz ya da malonil-
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gruplariyla birlesmesini ve bunu takiben olusan konjugatlarin vakuol ya da apoplasta
tasinimint  igermektedir (Coleman ve dig., 1997). Bu konjugasyon asamalari
glukoziltransferazlar ya da maloniltransferazlar tarafindan organize edilir (Burken,
2003; Pilon-Smits, 2005).

Organik bilesigin konjuge olabilmesi i¢in kimyasal modifikasyona gereksinim vardir.
Kimyasal modifikasyonla organik bilesikte konjugasyon igin uygun yan gruplar
olusturulur. Bu modifikasyon reaksiyonlar1 oksitleyici (yiikseltgeyici) ya da indirgeyici
olabilir. Ornek olarak, sitokrom P450 mono-oksigenaz oksidatif bir transformasyonu
katalizler. Bunu da atrazin gibi organik bir molekiildeki oksijenin bir oksijen atomu
arasmna girip hidroksil yan grubu olusturarak yapar (Coleman ve dig., 1997).
Nitrorediiktazlar indirgeyici transformasyon yapan enzimlere 6rnek olarak verilebilir.
Bu enzim grubu ise TNT gibi organik bilesiklerdeki nitro gruplarini amino gruplarina
dontistirmektedir ~ (McCutcheon  ve  dig., 2003). Organik Kkirleticilerin
modifikasyonlarina aracilik eden diger enzimlere oOrnek olarak dioksigenazlari,
peroksidazlari, peroksigenazlari ve karboksilesterazlart verebiliriz (Burken, 2003).
Boylece organik kirleticilerin akiimiilasyonu, kimyasal modifikasyon, konjugasyon ve
sekuestrasyon olmak fiizere ii¢ asamadan olusmaktadir (Sekil 2.4). Enzimler ve
tastyicilarin bazi dogal fonksiyonlari; flavonoidler, alkaloidler, bitki hormonlar1 ve
abiyotik streslere karsi savunma gibi dogal bitkisel bilesiklerin biyosentezini ve

tasinimini icermektedir (Marrs, 1996; Pilon-Smits, 2005).

2.3.1.5.Degradasyon

Degradasyonla fitoremediasyon sadece organik bilesikler icin gegerlidir. Inorganik
elementler parcalanamazlar ve sadece ya stabilize edilebilirler ya tasinirlar ya da depo
edilirler. Fitodegradasyonda bitki enzimleri organik kirleticiler lizerinde etkindirler ve
onlar1 katabolize ederek ya tamamen inorganik bilesiklere mineralize eder (CO,, H,O ve
Cl, gibi) ya da kismen degrade ederek bitki icinde depo edilebilecekleri ara bir forma
doniistiirtiirler (McCutcheon ve Schnoor, 2003; Pilon-Smits, 2005), (Sekil 2.5). Organik
bilesiklerin enzimatik degradasyonu kok, govde ve yaprak gibi bitkisel dokularda
meydana  gelebilecegi gibi  bazi  durumlarda bitkinin  icerdigi  endofitik
mikroorganizmalar tarafindan da yapilabilir (Barac ve dig., 2004; McGuinness ve

Dowling, 2009). Bitkisel dokularda akiimiilasyondan sorumlu olan ayni sinifa ait
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enzimlerden bazilar1 fitodegradasyonda da gorev almaktadir. Modifiye edici bu
enzimler organik bilesiklerde yan gruplar olusturarak bilesigin ¢oziiniirliiglini
artirmakta ve konjugasyona olanak saglayarak fitodegradasyonun ilk asamalarinda
onemli bir rol oynamaktadirlar. Fitodegradasyonda rol alan enzim siniflarina 6rnek
olarak, dehalogenazlari, mono- ve dioksigenazlari, peroksidazlari, peroksigenazlari,
karboksilesterazlari, lakkazlari, nitrilazlari, fosfatazlar1 ve nitrorediiktazlar1 verebiliriz

(Wolfe ve Hoehamer, 2003; Pilon-Smits, 2005), (Tablo 2.3).

OH OH 0
O~ 0~ 0*
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Sekil 2. 5: Bitki hiicrelerinde benzenin oksidatif degradasyonu (Kvesitadze ve dig., 2009).
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Tablo 2. 3: Organik bilesiklerin degradasyonunda rol alan bitkisel ve mikrobiyal enzimler.
Bakteriler (B), mantarlar (M) olarak kisaltilmistir (Gerhardt ve dig., 2009).

Enzim Ailesi

Katalitik olay

Ornekler

Almim, tasinma, sekuestrasyon
ve degradasyondan sorumlu
¢esitli bitkisel enzimler

Dehalogenaz

Genel Alinim ve degradasyon

Halojenli alifatik ve aromatik

Biitiin bitkiler

Xanthobacter autotrophicus (B)

hidrokarbonlardan ~ klorin ~ ve  Populus spp.
florin hidrolizi Sphingobium chlorophenolicum
(B)
Lakkaz Cesitli  aromatik  Dbilesiklerin  Medicago sativa
degradasyonu Trametes versicolor (M)
Coriolopsis polyzona (M)
Dioksigenaz Cesitli  aromatik  bilesiklerin  Pseudomonas sp. (B)
degradasyonu Mycobacterium sp. (B)
Peroksidaz Cesitli  aromatik  bilesiklerin ~ Armoracia rusticana
degradasyonu; alifatik Phanerochaete chrysosporidium
hidrokarbonlarin indirgeyici (M)
dehalojenasyonu Phanerochaete laevis (M)
Medicago sativa
Nitrilaz Aromatik ve alifatik nitrillerden  Salix spp.
siyaniir gruplarinin ayrilmasi Aspergillus niger (M)
Nitrorediiktaz Nitroaromatik bilesiklerin nitro Comamonas sp. (B)
gruplarma indirgenmesi; Halka Pseudomonas putida (B)
yapisindan N nin kaldirilmast Populus spp.
Fosfataz Organofosfatlardan fosfat  Spirodela polyrhiza
gruplarinin ayrilmasi
Sitokrom P450 mono-oksigenaz ~ Aromatik ve alifatik Aerobik  bakterilerin  ¢ogu,
hidrokarbonlarin mantarlarin ve bitkilerin hepsi

hidroksilasyonu

Ksenobiyotiklerin Metabolizmasi

Organik kirleticilerin birgogunun hidrofobisitesi oldukga yiiksektir. PAH lar, PCB ler ve
dioksinler gibi ¢ogu organik bilesigin log Koy degerleri 4 iin tlizerindedir. Sudaki
coziiniirliiklerinin diisiik olmasi ve yiiksek kimyasal stabiliteleri bu kirleticilerin ¢evrede
neden uzun siire bozulmadan kaldiklarin1 agiklamaktadir. Kalic1 organik kirleticilerin
toprak, sediment ya da atiklarda artan miktarlarda birikimi uzun vadede biiyiik riskler
yaratmaktadir. Kalic1 organik bilesiklerin biyoremediasyon ya da fitoremediasyonunu
sinirlayan en oOnemli faktor bu bilesiklerin diisiik biyoyararlanim kapasiteleridir

(Campanella ve Paul, 2000; Schwitzguébel, 2001).

Yiiksek bitkiler yasadiklar1 ¢evrede bulunan Kirleticilerin ve insan yapimi kimyasallarin
(ksenobiyotikler) potansiyel fitotoksik etkilerinden kendilerini korumak igin iyi ¢alisan
bir sisteme sahiptir. Bitki hiicrelerindeki ksenobiyotik metabolizmasi biribirinden farkli

asamalar1 igermektedir.
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I. asama reaksiyonlarinda lipofilik substratlardaki fonksiyonel gruplar (-OH, -NHy, -
SH) indirgeyici, oksidatif (ylikseltgeyici) ya da hidrolitik enzimler tarafindan taninirlar.
Hidrolitik reaksiyonlar (esterazlar ya da amidazlar tarafindan katalize edilirler) oldukga
siktir. I. asamadaki en yogun ilgiyi oksidasyon reaksiyonlar1 (epoksidasyon, O- ya da N-
dealkilasyonu, aril- ya da alkil-hidroksilasyonu, N- ya da S-oksidasyonu) almaktadir.
Cinkii  bu reaksiyonlar sitokrom P450 mono-oksigenazlar tarafindan katalize
edilmektedir  (Schwitzguébel, = 2001).  Sitokrom  P450  mono-oksigenazlar
(hidroksilazlar), dogal steroidler, yag asitleri ve ksenobiyotikler gibi farkli substratlara
oksijen girigini (eklenmesini) katalize ederler. Sitokrom P450 ler bitkilerde, flavonoidler
ve alkoloidler gibi sekonder metabolitlerin ve hormonlarin biyosentezinde goérev
almalarimin yaninda herbisitler ve diger ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol
oynamaktadirlar.  Bitkiler c¢esitli stres kosullarinda sekonder metabolitleri
tiretebilmektedirler. Boylece, bitki P450 enzimlerinin rizosferdeki ksenobiyotik
degradasyonunu; sekonder bitki metabolitlerinin tiretimini tesvik ederek ya da kirleticiyi
direkt olarak detoksifiye ederek etkileyebildigini sdyleyebiliriz (Andrew ve dig., 2003).
Bu asamada genellikle organik Kkirleticilerin daha az toksik metabolitleri {iretilir

(Abhilash ve dig., 2009).

II. asama reaksiyonlar c¢esitli tranferazlara dayali olarak isler. Burada baskin olarak
glukozil ya da diger glukozil yapilar1 1. asamadaki foksiyonel gruplarla birlestirilirler.
Cesitli aminoasitler, malonik asit ya da glutatyon kalintilar1 bu agamada transfer olur ve
bunun sonucu olarak metabolitlerin kompleks bir karistgmi meydana  gelir
(Schwitzguébel, 2001). Bu asamada hidrofilik bilesikler olusturulur (Abhilash ve dig.,
2009).

III. asama ise, temel olarak glukoz ya da glutatyon konjugasyonundan kdékenlenen
herbisit ya da diger ksenobiyotik metabolitlerinin ¢dziinmeyen bagh kalintilar (bound
residues) olarak ya ekstrasellular matrikste ya da hiicre ¢eperinde depo edilmelerini, ya
da suda c¢oOziinebilir metabolitler olarak vakuolde biriktirilmelerini igermektedir

(Schwitzguébel, 2001).
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Ksenobiyotiklerin bitki hiicrelerindeki metabolizmasimni III asamada (Sekil 2. 6)
Ozetleyebiliriz (Tront, 2004).

Kirleticinin alinimi1 ya da taginimi

|

l. Transformasyon reaksiyonlari

(oksidasyon, indirgenme, hidroliz)

1. Konjugasyon reaksiyonlari

I11.  Dagitim (kompartmantasyon)

(vakuol, hiicre geperi)

Ksenobiyotik kirletici
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Sekil 2. 6: Trikloroetilen (TCE) in bitki dokularindaki metabolizmasi. I. agama, TCE nin
trikloroetanole oksidayonu ile aktivasyonu; II. agama, bitkisel bir molekiil ile konjugasyonu; III.
asama, konjugasyon sonrasi olusan bilesigin hiicre ¢eperi ya da vakuol igerisinde
sekuestrasyonu (Van Aken, 2008).
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Biyoremediasyon ve fitoremediasyon c¢alismalarindan neden basarili sonuglar
alindiginin anlasilabilmesi i¢in sekonder bitki metabolitlerinin de iyi bir sekilde

anlasilmas1 gerekmektedir.

Sekonder Bitki Metabolitleri

Bitkiler tarafindan iiretilen toplamda 500 000 in iizerinde sekonder metabolit
bulundugu belirtilmekte ve bunlarin 100 000°den daha fazlasinin diisiik molekiil
agirlikli oldugu tahmin edilmektedir (Hadacek, 2002; Andrew ve dig., 2003). Sekonder
metabolitler geleneksel olarak bitkilerin temel metabolik siireglerinde gereksinim
duyulmayan bilesikler olarak goriilmiislerdir (Dixon, 2001; Andrew ve dig., 2003).
Floral olmayan ve ugucu sekonder bilesikler arasinda en yaygimi izoprendir. Izoprenler
ise daha kompleks kimyasal yapiya sahip terpenoidlerin yapi tagidirlar (Paul ve dig.,
2000; Andrew ve dig., 2003). Terpenoid ailesinin en genis iiyesi olan seskuiterpenoidler
toksik ve antibiyotik maddeler, bocek biiylime (juvenile) hormon taklitleri,
fitoaleksinler, bitki biiyiime diizenleyicileri ve antioksidanlari da iceren ¢ok cesitli
biyolojik faaliyetlerde goérev almaktadir (Dixon, 2001;). Sekonder bitki metaboliti
ailesine ait diger bir biiyiik grup ise fenoliklerdir. Bu grubun en 6nemli iiyesi ise
kumarinlerdir. Bitki fenolikleri arasinda en yaygin olani ise flavonoidlerdir. Bitkilerin
mikroorganizmalar ya da bdcekler tarafindan korunmada ve diger bitkilerle olan
etkilesimlerinde de ¢esitli sekonder metabolitleri iirettikleri bilinmektedir (Andrew ve
dig., 2003).

Ksenobiyotiklerin Remediasyonunda Sekonder Metabolitlerin Rolii

Bitkisel kokenli bircok kimyasalin, ksenobiyotiklerin pargalanabilmesi i¢in
mikroorganizmalari stimiile ettikleri bilinmektedir (Miya ve Firestone, 2001; Isidorov
ve Jdanova, 2002; Andrew ve dig., 2003). Ozellikle bitkilerde sistemik edinilmis
bagisikligt (SAR) (Meyer ve dig., 1999) tesvik eden salisilatin bir PAH bilesigi olan
naftalenin mikrobiyal degradasyonunda etkili oldugu gosterilmistir (Yen ve Gunsalus,
1982; Andrew ve dig., 2003). Chen ve Aitken (1999) salisilatin floranten, piren,
benz[a]antrasen, krizen ve benz[a]piren gibi PAH bilesiklerinin Pseudomonas
saccharophila P15 ile degradasyonunu biiyiik dl¢iide etkiledigini gostermistir. Yapilan
cogu c¢alismalardan elde edilen veriler PCB degradasyonu ile salisilat arasinda da bir
baglant1 oldugunu gostermektedir. Ayrica flavonoidlerin de PCB pargalayan bazi

mikroorganizmalarin biiyiimesini destekledigi ve PCB metabolizmasimi etkileyebildigi
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belirtilmektedir. Diger taraftan terpenoid bilesiklerinin PCB biyodegradasyonunda
mikroorganizmalar1 tesvik ettigi de gosterilmistir. Sekonder bitki metabolitlerinin
varhiginda degrade olan substratlarin c¢esitliligi kirleticiler ile sekonder bitki
metabolitlerinin benzer iskelet 6zellikleri goz o6nilinde bulundurularak aciklanabilir

(Andrew ve dig., 2003), (Sekil 2.7).
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Sekil 2. 7: Ksenobiyotiklerle sekonder bitki metabolitlerinin yapisal olarak benzerlikleri. (1)
Atrazin; (2) Piren, (3) Krizen; (4) 3,8-Diklodibenzo-p-dioksin; (5) p,p-Diklorodifenil-
trikloroetan (DDT); (6) Fenol; (7) Toluen; (8) 4-Klorobifenil (PCB); (9) 3-Metilkuinolin; (10)
Benzonitril; (11) n-Nonadekan; (12) Siyaniirik Asit; (13) Konfusarin; (14) Pseudoguaianolide;
(15) Ksanton; (16) Stilben; (17) Kumen; (18) Aktinidin; (19) indol-3-asetonitril; (20) Farnesol.
(Andrew ve dig., 2003).
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Son 20 yilda kamu kurumlari, iiniversiteler ve endiistride giin gectik¢e artan bir ilgi
kazanan fitoremediasyonun, klasik remediasyon metodlariyla karsilastirildiginda
avantaj ve dezavantajlarin1 Tablo 2.4 te belirtildigi gibi dzetleyebiliriz (Kamath ve dig.,
2004).

Tablo 2. 4: Fitoremediasyonun avantaj ve dezavantajlari.

Fitoremediasyonun Avantajlari Fitoremediasyonun Dezavantajlari
Daha diisiik maliyet Uzun zaman almasi

Kolay uygulanabilirlik ve siirdiiriilebilirlik Iklime bagl1 olmasi

Cesitli mekanizmalari kullanilabilmesi Besin zincirine etkisinin bilinmemesi
Cevreyle dost Kirleticinin nihai sonunun bilinmemesi
Hasat edilebilir bitkisel materyal Sonuglarinin degisken olmasi

Sonug¢ olarak, molekiiler biyolojideki gelismelerin 1s18inda cesitli bitki, bakteri ve
hayvanlardan izole edilen genlerin ¢alismanin amacina gore metal akiimiilasyonu, ya da
organik  bilesiklerin  degradasyonu  gibi  fitoremediasyon  calismalarinda
kullanilabilecegini sdyleyebiliriz. Bu amagla, bitkilere ksenobiyotikleri baglayan ya da
tastyan spesifik protein ya da peptidlerin tranformasyonu, bitki biyodegradatif
enzimlerinin aktivite ve kalitesinin artirilmast ya da rizosfere salinan bilesiklerle
topraktaki mikroorganizma performansimin artiritlmasi gibi ¢alismalar yapilabilir

(Donelly ve dig., 1994; Macek ve dig., 2000).

Fitoremediasyonu genel hatlariyla 6zetleyecek olursak;

1. Bitki ve iliskili olduklar1 mikroorganizmalar kirleticileri, stabilize ederek,
rizosferde degradasyona ugratarak, bitki icinde degrade ederek, hasat edilebilir
dokularda biriktirerek ya da buharlastirarak ortamdan temizleyebilirler.

2. Fitoremediasyon mali yonden etkin ve c¢evreye dost alternatif ya da

konvensiyonel metodlar1 tamamlayici bir teknoloji olarak onerilmektedir.
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3. Fitoremediasyon genis bir ¢ergevede organik ve inorganik Kirleticilerin etkili bir
sekilde ortamdan kaldirilmasinda etkin bir yontem olmasina ragmen bu
mekanizmalarin altinda yatan biyolojik siirecler biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir.
Bitki-mikroorganizma  etkilesimleri, organik bilesikler igin bitkideki
degradasyon mekanizmalari, bitkideki taginimlar1 ve inorganik bilesikler icin
celat olusum mekanizmalar1 gibi bazi 6nemli siire¢ler daha genis kapsamlai
bilimsel ¢aligsmalar1 gerektirmektedir.

4. Arastirmalardan elde edilen bilgiler fitoremediasyon i¢in arazide uygulanmakta,
transgenik bitkilerin arazi testleri ise iimit vermektedir. Bu alanda yapilan
calismalar etkili sonuglar verdik¢e ¢evreye dost ve maliyeti diisiik bu teknolojiin

kullanimi1 daha da yayginlasabilecektir (Pilon-Smits, 2005).

2.4, HAM PETROLUN BITKIiLER UZERINE ETKIiSi

Bitkilerin yasam ortamlarinda petrol hidrokarbonlarinin (PHC) varlig1 bitki biiyiime ve
gelismesi i¢in olumsuz etkiler yaratmaktadir (Li ve dig., 1997; Pena-Castro ve dig.,
2006). PHC lerin bitkiler tizerindeki zararh etkileri, tohum ¢imlenmesinin inhibisyonu,
bitki biiylimesinin indirgenmesi, fotosentetik pigmentlerin ve fotosentez veriminin
azaltilmasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Udo ve Fayemi, 1975; Malallah ve dig., 1998;
Pena-Castro ve dig., 2006). Ayn1 zamanda petrolde bulunan bazi bilesiklerin biyolojik
membranlarda ¢0ziindiigli ve bunun sonucu olarak kok yapisina zarar verdigi de

diistiniilmektedir (Chaineau ve dig., 1997; Pena-Castro ve dig., 2006).

Petroliin bitkiler iizerinde yarattiklar1 toksisiteye petrolle kirlenmis topraklarin
hidrofobisitesinin tesvik ettigi kuraklik stresi (Li ve dig., 1997; Pena-Castro ve dig.,
2006) ile yine bu kirlenmis topraklardaki karakteristik yiiksek biyokimyasal oksijen
istemine ve bu topraklarin zayif tarimsal 6zellikte olmalarina sebep olan anoksik stres
yol agmaktadir (Rentz ve dig., 2003). Anoksik streste genel olarak petrol, kok ve tohum
yiizeylerini kaplayarak hiicrelere oksijen girisini engellemektedir (Pena-Castro ve dig.,
2006). Petrol toksisitesine karsi kavak agaglariyla yapilan bir caligmada rizosfere
oksijen eklenmesinin petrol kirliliginin fitoremediasyonunda etkili oldugu rapor
edilmistir (Rentz ve dig., 2003). Bir baska ¢alismada ise petrol kirliligine kars1 bermuda

¢imlerinin (Cynodon dactylon) vermis oldugu tepki incelendiginde izole edilen alkol
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dehidrogenaz (ADH) cDNA (Cd51) larinin petrol konsantrasyonlar1 karsisinda artan
ekspresyonlar1 anoksik stresin bitkilerin petrol stresine karst en 6nemli bilesenlerinden
biri oldugunu gostermistir (Pena-Castro ve dig.,2006). Bilindigi gibi ADH ler bitki
anaerobik metabolizmasinin en son basamaginda yer alirlar ve asetaldehitden etanol
sentezini katalizlerler (Drew, 1997). Yine bermuda ¢imleriyle yapilan ¢aligmada farkli
petrol konsantrasyonlarina karsilik olarak artan glukoziltransferaz (GT) enzim
ekspresyonlar1 ve izole edilen CdR60 and CdR149 ¢cDNA lar1 bu enzimlerin kimyasal
stresin ortadan kaldirilmasinda etkili olabileceklerini gostermektedir (Pena-Castro ve
dig., 2006). Bilindigi gibi GT ler aktive edilmis karbohidratlarla salisilik asit ve
flavonoidler gibi organik substratlarin konjugasyonunu katalize eden enzimlerdir (Jones
ve Vogt, 2001). Ksenobiyotik stresinin detoksifiye edildigi II. asamada da gorev
almaktadirlar. GT lerin fenoller, anilinler ve PAH lar gibi kirleticilerin oksidasyonu
tizerinde de etkili olduklar1 belirtilmektedir (Harvey ve dig., 2002; Schéffner ve dig.,
2002). Ayrica yine ayni ¢alismada elde edilen uygulanan petrol konsantrasyonlari
sonucunda ekspresyonlarinda artis gozlenen iki cDNA (profilin CdR12 ve uzun zincirli
yag asidi-CoA ligaz CdR29) nin izolasyonu petrol kirliligine kars1 bitkinin hiicre ¢eperi
ve zarlarindaki hasarlarin giderilmesinde rol alabilecegini gostermektedir (Pena-Castro
ve dig., 2006). Ciinkii petrolde bulunan hafif fraksiyonlar 6zellikle hiicre ¢eperi ve
zarlar1 tizerinde biyolojik hasarlara sebep olmaktadirlar (Adam ve Duncan, 2002).
Profilin hiicre ici iskelet yapisinin yeniden diizenlenmesinde, kok olusumunda ve
uzamasinda onemli bir rol oynamaktadir (Ramachandran ve dig., 2000). Uzun zincirli
yag asidi-CoA ligaz ise, lipid metabolizmasindaki anahtar enzimlerden biridir (Ji ve

dig., 2003).

Yukarida anlatilanlara ek olarak bermuda g¢imlerinin petrol kirliligi karsisinda vermis
olduklar1 molekiiler cevabi bir modelle Sekil 2.4. teki gibi 6zetleyebiliriz (Pena-Castro
ve dig., 2006).
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Sekil 2. 8: Bermuda ¢imlerinin (Cynodon dactylon) petrol kirliligi karsisinda vermis olduklari
molekiiler cevap. (a) Toprak ve bitki kokleri arasinda yeterli oksijen ve suyun saglandigi bitki
biiyiimesi icin ideal kosullar. (b) Ancak, kdkler petrolle kirlenmis alanda biiyiidiiklerinde,
toprak partikiillerinin hidrofobik tabaka ile kaplanmasindan dolay1 su alinimi indirgenmekte ve
toprak mikroorganizmalarinin oksijen talebi karsilanamamaktadir. (¢) Bu durum anoksik ve
kuraklik stresine neden olmakla birlikte kirleticinin hidrofobik yapisindan dolay1 kimyasal
strese de sebebiyet vermektedir. (d) Stres karsisinda olusan enzim sinyalleri ile tesvik edilen (e)
transkripsiyonel kontrol, (f) translasyonel kontrol ve (g) protein doniisiimii ile petroliin zararl
etkilerini ortadan kaldiracak enzimlerin sentezi gergeklesmektedir. (Pena-Castro ve dig., 2006).

2.5. AZOLLA

Yunanca kokenli bir kelime olan Azolla, “azo” ve “ollyo” kelimelerinin birlesiminden
olusmustur ve “kuraklikla élen” anlami tasimaktadir (Moore, 1969; Ashton ve
Walmsley, 1976, Carrapig¢o ve dig., 2000). Bitkinin susuzluga kars1 olan duyarliligi da
bunu dogrulamaktadir (Carrapigo ve dig., 2000). Sucul bir egrelti olan Azolla genellikle
tropikal ve iliman boélgelerde, goller, goletler, sulak alanlar, kanallar, piring tarlalar1 ve
yavas akan nehirlerin ylizeyinde yiizer halde bulunmaktadir. Diinya genelinde yedi ayr1
tire sahip olan Azolla, Rhizosperma ve Azolla olmak iizere iki boélime ayrilir.
Rhizosperma boliimii, Azolla nilotica (bat1 Afrika, Nil havzasi) ve genellikle iki varyete
ile bilinen A. pinnata: A. pinnata var. pinnata (Afrika, Madagaskar, Avustralya) ve A.
pinnata var. imbricata (subtropikal ve tropikal Asya) olmak iizere iki tiirle temsil

edilmektedir. Azolla bolimii ise A. caroliniana (dogu, orta ve giiney ABD, bati
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Avrupa), A. mexicana (ABD nin bati kiyilarindan Meksika ve orta Amerika), A.
microphylla (Amerika kitasinin tropik ve subtropik bdlgeleri), A. filiculoides
(Alaska’dan giiney Amerika’ya, giiney Afrika, batt Avrupa, giiney Avustralya, Yeni
Zelanda, uzakdogu) ve A. rubra (uzakdogu, giiney Yeni Zelanda) olmak iizere bes tiirle

temsil edilir (Carrapigo ve dig., 2000; van Hove ve Lejeune, 2002).

Azollaceae familyasina ait bir tatli su egreltisi olan Azolla siirekli ve kalitimsal ortagi,
azot fikse eden, heterosist yapisina sahip filamentli bir siyanobakteri olan Anabaena
azollae ile birlikte simbiyotik olarak yasamaktadir. Siyanobakteri tarafindan serbest
birakilan NHj3 bitki tarafindan alinirken bitki de siyanobakteriye yaprak kavitesine
biraktig1 sukrozu saglar. Ayrica yaprak kavitesinde ve yaprak yiizeyinde g¢esitli
heterotrofik bakteriler de bulunmaktadir (Sekil 2.9). Dorsal yaprak bosluklarinda
yasayan, azot fikse eden simbiyotik ortagindan dolay1 genellikle piring tarlalarinda
giibre olarak kullanilmaktadir. Ayrica iyi aminoasit profili, yiiksek protein ve
karotenoid iceriginden dolayr balik, domuz, kiimes hayvanlari, tavsan ve hatta
insanlarin beslenmesinde de kullanilabilmektedir. Yesil olan yapraklar: direkt giines
15181 altinda ya da olumsuz gevresel kosullarda kirmiziya donmektedir (van Hove ve
Lejeune, 2002; Cohen ve dig., 2004; Hashemloian ve Azimi, 2009; Pereira ve dig.,
2009).
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Sekil 2. 9: Azolla nin morfolojisi (Longitudinal kesit) 1. Stem; 2. Stem apeXx; 3. Heterosistsiz
Anabaena kolonileri; 4. Diger bakteriler; 5. Yaprak primordiyumu; 6. Geng yaprak; 7. Cok
hiicreli dallanmus tily; 8. Iki hiicreli yalin tity; 9. Ust yaprak lobu; 10. Alt yaprak lobu; 11.
Yaprak kavitesi; (gaz igeren merkezi bolge ve periferal miisilajli bolge ). 12. Involucre; 13.
Indusyum; 14. Mikrosporokarp; 15. Mikrosporangia (Mikrosporlar); 16. Megasporokarp; 17.
Megasporangium (Megaspor); 18. Anabaena akinetleri; 19. Anabaena nin vejetatif hiicreleri,
20. Heterosist. (van Hove ve Lejeune, 2002).

Azolla genelikle vegetatif olarak her bir yaprak¢igin tabanindaki absisyon tabakasinin
bolinmesi ile c¢ogalmaktadir. Eseyli iiremesi oldukca karmasiktir ve cogunlukla

olumsuz ¢evresel kosullar altinda meydana gelmektedir (Sekil 2.10).
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Sekil 2. 10: Azolla filiculoides (A). Simbiyotik ortak Anabaena azollae (Pabby ve dig., 2003)
(B). Mikrosporlar (C). h: heterosist, v: vejetatif hiicre

Bu tez calismasinda ham petrol konsantrasyonlarinin Azolla filiculoides bitkisinin
biiyiime ve gelismesi iizerine olan etkileri incelenerek bitkinin ham petrole olan tolerans
sinirlart saptanmaya calisilmistir. Ayrica bu bitkinin ham petrolde bulunan alifatik ve

aromatik bilesiklerin biyodegradasyonlari iizerine olan etkisi aragtirilmigtir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi TEMINI VE YETISTIRILMESI

Tez kapsaminda deney materyali olarak kullanilan bitki, bir tath su egreltisi olan Azolla
filiculoides Lam.'dir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda Azolla filiculoides Tirkiye’de
tek bir lokaliteden toplanmistir (Unal ve Uzen, 1996). Bitkiler habitatlarindan alindiktan
sonra sera ve iklim odasina konularak adaptasyon c¢alismalar1 baslatildi. Bu amagla;
farkli sicaklik ve nem degerleri ile, Hoagland besi suyunun farkli konsantrasyonlari
denenerek optimizasyon c¢alismalart yapildt (Sekil 3.1). Azolla — A. azollae
birlikteliginin azotu (N,) amonyaga (NH3) indirgeme yeteneginden dolay1 Azolla tiirleri
azotlu bilesikleri igermeyen besiyerlerinde yetistirilebilmektedir. Boylece bu bitkinin
literatiirce Onerilen yetistirme ortamlart (Masood ve dig., 2006) denenerek en ideal

ortam saptanmaya calisildi.
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Sekil 3. 1: Azolla filiculoides Lam. bitkisinin yetistirildigi stok bitytime ortamu.

Sonug olarak 1/8 kat sulandirilmis, azot icermeyen Hoagland besi ¢ozeltisi ve 22 — 28°C

ortam sicakliginin Azolla filiculoides i¢in en uygun biiyiime ortami1 oldugu tespit edildi.
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Bitkiler stok biiylime ortaminda yetistirildikten sonra deney uygulamasina gegilmeden
yaklasik olarak 15 gilin dncesinden stok biiylime ortamlarindan alinarak Sekil 3.2 de
gosterilen biiyiime kaplarina alind1 ve burada biiylimeleri saglandi. Bu uygulamadaki
amag¢ stok biiylime ortamindan alinan herbir bitkinin kontrollii bir sekilde gozden
gecirilmesi ve deney biiylime kaplarina saglikli ve gen¢ olan bitkilerin alinmasini
saglamakti. Bu sekilde bitkilerin esit kosullarda biiyiimeleri saglanarak deneysel olarak

bir homojenlik yaratilmaya caligilmustir.

¥ el Sl e TR

Sekil 3. 2: Deney uygulamasi dncesinde bitkilerin alindig1 biiyiime kaplari.



45

3.2. BATMAN HAM PETROL UYGULAMASI

Farkli oranlarda Batman ham petrolii i¢eren su kiiltiirii ortaminda Azolla filiculoides’ in
yetistirilmesi ve degisik Batman ham petrol konsantrasyonlarinin Azolla iizerine olan
etkisi arastirilmak iizere denemeler yapildi. Oncelikle bitkilerin yetistirildigi beher
kaplarinda petrol uygulanmayan besiyerindeki (kontrol, % 0 ham petrol) bitki biiylimesi
incelenerek bitkilerin biitliin ylizeyi tamamen kapladig: siire saptandi. Boylece deney
stiresinin bitimi bitki transferini takiben 15. giin olarak belirlendi. Denemeler sonucunda
elde edilen konsantrasyonlardan uygun olanlar1 segilerek deney uygulama serisi
belirlendi. Bitkinin petrole olan tepkisi incelenmek iizere ilk olarak % 0 (kontrol), %
0,5, % 1, % 2, % 3 konsantrasyonlarinda 15 giin siireyle Batman ham petrol uygulamasi
yapildi ancak uygulanan konsantrasyonlarda bitkilerin yasayamadigi tespit edildi. Bitki
canliliginin kaybolmasindan dolay1, bu denemelerden sonra uygulanan maksimum ham
petrol konsantrasyonlarinin diisliriilmesine karar verildi ve Tablo 3.1 de belirtilen
konsantrasyonlarda petrol igeren besiyeri ortamlarinin 15 giin siireyle Azolla

filiculoides’ e olan etkisi gozlendi.

Tablo 3. 1: Azolla filiculoides Lam. bitkisine uygulanan Batman ham petrol konsantrasyonlari.

Bitki Batman Ham Petrol Konsantrasyonlari (%)

Azolla
0 0,005 0,01 | 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
filiculoides

Deney uygulama serileri belirlendikten sonra (Tablo 3.1) bitkilere petrol uygulamasi su

sekilde yapilmistir;

Deney uygulamasindan 24 saat dnce cam beher kaplarina 500 ml azot igermeyen 1/8
Hoagland besi ¢ozeltisi igerisinde % 0, % 0,005, % 0,01, % 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3,
% 0,4 ve % 0,5 konsantrasyonlarinda olacak sekilde ham petrol uygulandi. Bu
uygulamanin yapilmasindaki amag, bitki biiylime odasi fiziksel sartlarinin deney
setlerini etkilememesi, homojenliginin saglanabilmesi ve petroliin su yiizeyine tamamen
yayillmasini saglamakti. Petrol uygulamasindan bir giin sonra her bir seri i¢in 3 gram
olacak sekilde bitki tartilarak besiyerlerine konuldu ve bitkiler sera kosullarinda

biiylimeye birakildi. Uygulamanin 15. giiniinde deney sonlandirildi.
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Yukarida anlatilanlardan anlagilacagi tizere deneyde kullanilan seriler su sekilde

ozetlenebilir:

Ham Petrol Negatif Kontrol Serisi

Cam beher kaplaria 500 ml azot icermeyen 1/8 Hoagland besi ¢ozeltisi igerisinde % 0
% 0,005, % 0,01, % 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 konsantrasyonlarinda

olacak sekilde ham petrol uygulanarak sera kosullarinda birakildi.

Bitkili Ham Petrol Serisi

Cam beher kaplaria 500 ml azot icermeyen 1/8 Hoagland besi ¢ozeltisi igerisinde % 0
% 0,005, % 0,01, % 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 konsantrasyonlarinda
olacak sekilde ham petrol ilave edilerek hazirlandiktan 24 saat sonra her bir deney
kabina 3 gram olacak sekilde bitki tartilarak transfer edildi ve sera kosullarinda

biliylimeye birakildi.

3.3. BATMAN HAM PETROLUNUN BIiTKi BUYUMESI UZERINE
ETKISININ iZLENMESI

Deney sonu ve baslangici arasindaki taze agirlik farki bitki bliylime parametresi olarak
degerlendirildigi i¢in petrol uygulamasi oncesinde deney ortamlarina yas agirliklari
tartilarak konulan bitkilerin deney bitiminde tekrar yas agirliklari alinarak uygulanan

petrol yiizdelerinin bitki biiylimesi {izerine olan etkisi hesaplandi.

3.3.1. Farkh Deney Serilerini iceren Ortamlarin On Sentez Islemi

Su Ornekleri

Sivi/sivi ekstraksiyon i¢in kullanilacak farkli deney serilerini iceren besiyeri ortamlart,
deney kaplarinin alt ve iist tabakalarindan 50 ml alinarak, onceden hidroklorik asitle
temizlenmis olan kapakli cam siselere konuldu ve ekstraksiyon islemine kadar +4 °C de
karanlik ortamda saklandi. Daha sonra Azolla filiculoides ve kontrol deneylerinin
besiyerlerinin diklorometan (DCM) ile sivi/sivi ekstraksiyonlart yapildi (US EPA,
METOD 3541). Ekstraksiyon islemi yapilan her bir numuneye 1ul 2-fluorobiphenyl
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(Dr. Ehrenstorfer) internal standart olarak eklendi. Ekstraksiyon bakiyesi diisiik bask1
altinda distillendi ve distilasyon bakiyesi ( yaklasik 1 ml) n-hexane ile balon joje
igerisinde 10 ml ye tamamlanarak Ultraviole fluorospektrofotometre (UVF) analizi igin
+4 °C de saklandi. Kontaminasyonu dnlemek amaciyla balon joje kapaklar1 parafilm ile

sikica kapatildu.

Bitki Ornekleri

15 giinliik deney siiresinin sonunda uygulama ortamlarindan alinan bitki 6rnekleri; yas
agirhik tartimlart yapildiktan sonra sivi azotta donduruldu ve kati/sivi ekstraksiyona
kadar -80 °C de saklandi. Kati/sivi ektraksiyon islemlerine baglamadan 6nce cam
pamugu arasina sarilan bitki orneklerinin iizerine, yapidaki suyu ¢ekmek i¢cin 2 gram
susuz sodyum siilfat (Merck) eklendi. Otomatik Soxhlet ekstraksiyonu (US EPA,
METOD 3600C ) uygulanacak numunelerin {izerine internal standart (1 ul 2-
fluorobiphenyl) ilavesi yapildi ve 6rnekler Otomatik Soxhlet 6 I1 yag ekstraksiyon
cihazi (SER 6 VELP marka) ile ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon oncesinde bos
agirliklarn alman ekstraksiyon kaplarmin ekstraksiyon sonrasinda tamamen kurumus
olarak tekrardan tartimlari alinarak Orneklerin ekstraksiyonlarindan kazanilan
bakiyelerdeki ekstrakte olmus organik madde (EOM) miktarlar1 hesaplandi.
Ekstraksiyon kosullar1 Tablo 3.2. de verilmektedir.

Tablo 3. 2: Otomatik Soxhlet ekstraksiyon ¢alisma metodu

Ekstraksiyon Program

Sicaklik 110 °C
Daldirma (Immersiyon) 30 dk
Yikama (Washing) 90 dk
Geri kazanim (Recovery) 45 dk

Kullanilan DCM Miktar 80 ml
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3.4. PETROL HIDROKARBON ANALIiZLERI

3.4.1. Ultraviyole  Fluorospektrofotometre (UVF) ile  Toplam  Petrol

Hidrokarbonlarimin Analizi

Ektraksiyon bakiyelerinin toplam petrol hidrokarbon (> TPH) miktar analizi Ultraviole
fluorospektrofotometrede (Shimadzu RF-5301) yapildi. Ekstraksiyon bakiyelerinin
toplam petrol hidrokarbon miktarlari, referans malzeme olarak kullanilan Batman ham
petrolii hekzan iginde belli konsantrasyonlarda hazirlanarak (0,25, 0,5, 1, 1,5 ve 2
pg/ml) UVF cihazi ile 310/360 nm (ex/em) deki fluoresans intensiteleri Olgiilerek
cizilen standart egri ile hesaplandi1 (Ehrhardt ve dig., 1992).

Referans Batman ham petrol kullanilarak ¢izilen standart egri denklemi:

F1=383.49*C + 41.946 (r’=0.99) F1= Absorbans (ax+b) c: konsantrasyon

3.4.2. Senkronize Ultraviyole Fluorospektrofotometre (SUVF) Analizi

Referans olarak kullanilan Batman Ham Petrolii ve Orneklerin total hacim {izerinden
310/360 nm (ex/em) spektrumlar1 Jasco 6300 cihazi ile 220-700 nm arasi sabit ve 23 nm
dalga boyu arahigi ile tarandi. Olgiim i¢in 1 cm kalinhiginda ince kuvartz kiivet

kullanildi (Lloyd, 1971).

3.4.3. Kolon Kromatografisi ile Temizleme Yontemi

UVF ile miktar tayini yapildiktan sonra, 6l¢iimden kalan bakiyeler, U.S. EPA, METOD
3620C ye gore GC-MS analizi i¢in kolon kromatografisi ile alifatik ve aromatik gruplar
olmak tizere 2 fraksiyona ayrildi. Toplam ekstrakt florisil kolon (tamamen aktif 2 g
florisil tizerine sodyum siilfat konularak) kullanarak, kolon kromatografisi ile
fraksiyone edildi. Ekstraktlar (0,5-1 ml) dikkatli bir sekilde kolona ilave edildi ve
fraksiyonlar toplandi: (1) 10 ml hekzan (alifatik hidrokarbonlar) ve (2) 10 ml 1:1
diklorometan:hekzan (aromatik bilesikler). Ekstraktlarin hepsi azot akiminda yaklasik

olarak 100 mikrolitreye konsantre edildi.

3.4.4. Gaz Kromatografi / Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Analizi

Petrol uygulamasi yapilan ve > TPH miktarlar1 belirlenen kontrol ve bitki orneklerinin
enstriimantal analizleri Perkin Elmer marka Autosystem XL GC model GC-MS cihazi

kullanilarak Tablo 3.3 de verilen parametreler uygulanarak gerceklestirildi.
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Tablo 3. 3: GC-MS Parametreleri.

Enjektor Parametreleri

Enjeksiyon modu
Enjeksiyon hacmi
Enjektor yikamasi

Enjektor sicaklig

Splitless

1 ul

On yikama (2 kez)
Sabit, 280°C

Otomatik 6rnekleyici kullanilmistir

GC Parametreleri

Kolon HP-5MS 30-mx0, 25mmx0,25 pm
Tastyict gaz Helyum 1 mi/dk

Turbo MS Parametreleri

MS interfaz 220°C

Scan modu 50-650 m/z

Calisma Metodu

Baslangig sicakligt 50°C 1 dk bekleme

Sicaklik artig1 10°C/dk

Bitis sicakligi 320°C 5 dk bekleme

GC-MS analizlerinde n-Alkan tayini icin, Alkanes Mix 10 (nCyo-nCss) (Dr.
Ehrenstorfer) Polisiklik Aromatik Hidrokarbon tayini icin, PAH mix 9 (Dr.

Ehrenstorfer) standartlart kullanildi. Numunelerdeki alifatik zincirin kalitatif ve

kantitatif tayini i¢in kullanilan standarta ait TIC kromatogrami Sekil 3.3 de

poliaraomatik hidrokarbon bilesenlerinin miktar tayini i¢in kullanilan PAH karisim

standarti ise Sekil 3.4 de verilmistir.
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Alifatik Hidrokarbonlar (Alkanes-Mix 10)
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Sekil 3. 3: n-Alkan standarti.
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Sekil 3. 4: PAH (mix 9) standart.

3.4.5. Kiitiiphane Taramasi

Kolon kromatografisi sonrasinda orneklerdeki PAH lar ve alkillenmis homolog PAH
serileri WILEY (Sekil 3.5 A) ve NIST (Sekil 3.5 B) kiitiiphaneleri taranarak arastirildi.

Bunun i¢in oncelikle ornekte arastirilacak olan molekiiliin hedef iyonu girilerek
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kiitiiphanede taratildi (Sekil 3.5) ve 6rnegin kiitle spektrumu ile (Sekil 3.5 C) tarama
sonucunda ¢ikan hedef iyonun kiitle spektrumu (Sekil 3.5 D) karsilastirildi. Kiitiiphane
taramast sonucunda elde edilen yiizdelik deger (Sekil 3.5 E mavi dolgu) kiitle
spektrumunda taranan pikin dogruluk ytizdesini vermektedir.

Library Search [ ] Library Search [ ]
Performing Pre Search Performing Pre Search
Currently Searching Wiley, Library 1 of 2 Currently Searching Nist, Library 2 of 2
223434 hits 62235 hits
38% 100%

A B

B1-02P_May09 1797 (16.985) Scan El+
oo 6.73e4
100- 178.0836 o

G

500004
/ _7ANM37

1831430 giamm gﬁﬂﬁl)

10 80 100 120 140 160 180 200 290 240 260 280 300

Locator

:I Select... I:I EntiyNo.  473820f 223494  Library Name:  Wiley
Name:  PHENANTHRENE
Cas: 8501-8 Formula:  C14H10 Molwt 178
Text:
Value 1: Value 2: Flags:

1o 178 @
e 176179 @

52 bz
ol 1 1053 s
. T L T T 1 T
80 100 120 140 160 180

ES
&

2% Librory - (Hit List]
11l Edt Diply Brocess Window Hob

= Ble)| w| wia sBs| 2

Sekil 3. 5: GC-MS Kiitiiphane Taramas.

3.5. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Biitiin deneyler ii¢ tekrarli olarak yapildi. Verilerin degerlendirilmesi one way-ANOVA
ile yapildi. Barlar () standart sapmay1 gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. BATMAN HAM PETROLUNUN BITKi BUYUMESI UZERINE
ETKIiSIiNIN iZLENMESI

Bitkinin ham petrole olan cevabi incelenmek iizere ilk olarak % 0, % 0,5, % 1, % 2, % 3
konsantrasyonlarinda 15 giin siireyle Batman ham petrol uygulamasi yapildi ancak
uygulanan konsantrasyonlarda bitkilerin 6ldigi tespit edildi (Sekil 4.1). Bu
denemelerden sonra, bitki canliliginin kaybolmasindan dolay1 ham petrol
konsantrasyonlarinin diisiiriilmesine karar verildi ve Azolla filiculoides bitkisi Tablo 3.1
de belirtilen konsantrasyonlarda petrol igeren besiyeri ortamlarinda 15 giin siireyle

yetistirildi.

Sekil 4. 1: Azolla filiculoides Lam. bitkisine farkli konsantrasyonlarda Batman ham petroliiniin
uygulanmasi (A. % 0B.% 05C.% 1D. % 2 E. % 3).

Tablo 3.1 de belirtilen konsantrasyonlarda Batman ham petrolii iceren besiyerinde
Azolla filiculoides bitkisi yetistirilmis ve bu asamadan sonra dncelikli olarak petrol
konsantrasyonlarinin 15 giin siireyle Azolla filiculoides’ in gelismesine olan etkisi
gozlenmistir (Sekil 4.2). Sekil 4.2 de uygulanan % 0,005 (B) ve % 0,01 (C) petrol
konsantrasyonlarinda bitki biiyiimesi kontrolle (A) paralel seyrederken % 0,05 (D) ve %
0,1 (E) petrol konsantrasyonlarinda bitki biiylimesinin kontrole (A) gore biraz geriledigi
izlenmektedir. % 0,2 (F) petrol konsantrasyonun bitki biliylimesini kontrole (A) gore
yaklasik % 50 indirgedigi, % 0,3 (G) petrol konsantrasyonundan itibaren petroliin
konsantrasyona bagli olarak bitki yiizeyini zaman igerisinde tamamen kapladigi ve

bitkilerin 6liimiine sebep oldugu saptanmistir.
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Sekil 4. 2: Batman ham petrol konsantrasyonlari uygulanmig Azolla filiculoides Lam. bitkisinin
15. giindeki genel goriiniisii. A. % 0 (Kontrol), B. % 0,005, C. % 0,01, D. % 0,05, E. % 0,1, F.
%0,2,G.%0,3,H.%04,1.%0,5

Sekil 4.3 de, Tablo 3.1 de belirtilen konsantrasyonlarda petrol igeren besiyeri
ortamlarmin 15 giinlik uygulama siiresinin sonunda negatif kontrol ortamlarindaki
davranig1 goriilmektedir. Sekil 4.3 de gorildiigii gibi diisiik konsantrasyonlarda [ %
0,005 (B), % 0,01 (C), % 0,05 (D), % 0,1 (E)] ham petroliin yiizeye dagilimi homojen
bir gériiniim sergilemistir. Buna karsilik olarak artan konsantrasyonlarla birlikte [% 0,2
F), % 0,3 (G), % 0,4 (H), % 0,5 ()] yogunlasan petrol tabakasi daha ¢ok merkezi
kisimlardan baglamak tizere konsantrasyon artigina bagli olarak kenarlara dogru yayilim

gostermistir.
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Sekil 4. 3: Batman ham petrol konsantrasyonlari uygulanmis negatif kontrol 6rneklerinin 15.
giindeki genel gériiniisi. A. % 0, B. % 0,005, C. % 0,01, D. % 0,05, E. % 0,1, F. % 0,2, G. %
0,3,H.%04,1.%0,5

Sekil 4.4 de 15 giinliik deney siiresinin sonunda petrol konsantrasyonlarimin bitki
kokleri lizerine olan etkisi goriilmektedir. Bitki ve kok gelisimi agisindan bakildiginda
% 0,2 (F) petrol konsantrasyonu da dahil olmak iizere diisiik petrol konsantrasyonlarinin
bitki gelisimini ¢cok fazla etkilemedigi saptanmistir. Ozellikle % 0,005 (B), % 0,01 (C),
% 0,05 (D) ve % 0,1 (E) petrol konsantrasyonlarinda kok gelisiminin kontrole (% 0)
benzer bir biiylime gosterdigi gozlenmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4: Batman ham petrol konsantrasyonlarinin 15. giiniin sonunda Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin kok biiytimesi tizerine olan etkisi. A. % 0 (Kontrol) B. % 0,005, C. % 0,01, D. % 0,05,
E.%01,F. %02 G.%0,3, H.%0,4,l. %O0,5. Bar uzunluklart 1 cm dir.

Sekil 4.2 ve Sekil 4.4 ten elde edilen veriler dikkate alindiginda Batman ham petrol
konsantrasyonlarinin ~ Azolla  filiculoides Lam. bitkisi  iizerindeki etkileri
degerlendirilerek Tablo 4.1 de verilmistir. Buna goére % 0,005, % 0,01, % 0,05, % 0,1,
% 0,2 petrol konsantrasyonlarinin 15 giinliik deney siiresi boyunca bitkiler i¢in oldiiriicii
etki yaratmadigi, % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 petrol konsantrasyonlarin ise bitkilerin

6liimiine sebep oldugu saptanmustir (Tablo 4.1).
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Tablo 4. 1: Batman ham petrol konsantrasyonlarinin Azolla filiculoides tizerine olan etkileri.

(+ net biiyiime, - biiyiime yok)

Batman Ham Petrol Yiizdesi (%) Azolla filiculoides
% 0,005 +
% 0,01 +
% 0,05 +
% 0,1 +
% 0,2 +
% 0,3 -
% 0,4 -
% 0,5 -

Petrol uygulamasi Oncesinde deney ortamlarina taze agirliklart alinarak konulan
bitkilerin deney bitiminde tekrar taze agirliklar1 alinarak uygulanan petrol yiizdelerinin
bitki biiyiimesi ve taze agirlik artislari iizerine olan etkileri hesaplanmistir (Sekil 4.5).
Sekil 4.5 te gorildigi gibi 15 gilinliik deney siiresinin sonunda kontrol (% 0) ortaminda
Azolla filiculoides bitkisi deneye baslanildiginda alinan taze agirhigma gore % 307 lik
bir artis gostermistir. Bu da yaklasik olarak bitkinin taze agirhgmim 7,5 giinde 2 katina
ciktigt sonucunu vermektedir. Diger taraftan % 0,005 ve % 0,01 petrol
konsantrasyonlarindaki biiylime yilizdelerinin % 320 oldugu saptanmistir. Ancak
istatistiki olarak bakildiginda bu biiylimenin kontrole gore anlamli bir fark yaratmadigi
saptanmugtir (p>0,05). Artan konsantrasyonlarla birlikte (% 0,05, % 0,1, % 0,2) kontrole
gore bitki biliylime ylizdesi de diismektedir. Bu diisis 15 gilinliikk deney siiresinin
sonunda % 0,2 petrol uygulanan bitkilerde kontrole gore % 49 olarak belirlenmistir.
Deney siiresinin bitiminde % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 petrol uygulanan bitkilerde gériilen
sirasiyla 3,1, 2,8 ve 3 gramlik agirlik artiglarinin bitki biiylimesinden daha ¢ok bitki
yiizeyinde biriken petroliin agirhiginin etkisi ile meydana geldigi soylenebilir (Sekil

4.5).
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Sekil 4. 5: Batman ham petrol konsantrasyonlarinin (% 0 - % 0,5) 15. giinde bitki biiylimesi ve
agirlik artig1 tizerine etkisi. (p<0,0001).

4.2. PETROL HIDROKARBON ANALIZLERI

4.2.1. Ekstrakte Organik Madde Miktar1 (EOM)

Deney siiresinin sonunda uygulama ortamlarindan alinarak; tartimlar1 yapildiktan sonra
stvi azotta dondurulan ve -80 °C de saklanan bitki orneklerinin organik madde
miktarlar1 belirlenmek {izere kati/sivi ekstraksiyonlar1 yapilmigtir. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen EOM miktarlar1 Sekil 4.6 da verilmistir. Kontrol (% 0) ile
kiyaslandiginda 15 giiniin sonunda elde edilen EOM miktarinin % 0,005 petrol
uygulamasinda % 7,8 lik bir azalma gosterdigi, % 0,01, % 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3, %
0,4 ve % 0,5 petrol uygulamalarinda ise konsantrasyon artigina bagli olarak arttigi
saptanmigtir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) Azolla filiculoides
Lam. bitki 6rneklerinden 15. giinde elde edilen ekstrakte organik madde (EOM) miktarlart.
(p<0,0001).

4.2.2. UVF Yontemiyle Toplam Petrol Hidrokarbonlarimin (3 TPH) Analizi

Azolla filiculoides Lam. bitkisine uygulanan petrol konsantrasyonlari sonucunda negatif
kontrol ve bitki biiyiime ortamlar ile bitkideki toplam petrol hidrokarbon miktarlarinin
belirlenebilmesi i¢in ultraviyole fluorospektrofotometre (UVF) ile elde edilen sonuglar
Sekil 4.7 — Sekil 4.9 ve Tablo 4.2 de verilmistir. Bitkisiz biiyiime ortamina (negatif
kontrol) degisik konsantrasyonlarda petrol uygulandigr zaman ( % 0, % 0,005, % 0,01,
% 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5) ortamda bulunan TPH miktarlar1 uygulanan
petrol konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Buna karsilik olarak bitki biiylime
ortamlarinin alt ve {ist tabakasindaki TPH miktarlarinin 15 giinliik uygulama siiresinin
sonunda kontrole oranla belirgin sekilde diisiis gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.7, 4.8 ve
Tablo 4.2). Ayn sekilde Azolla filiculoides Lam. bitkisinin biiylime ortamina uygulanan
petrol konsantrasyonlart sonucunda bitkideki TPH miktarlarinin da artan petrol

yiizdelerine paralel olarak artis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.9, Tablo 4.2).
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H Kontrol A. filiculoides
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Sekil 4. 7: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) negatif kontrol ve
bitki deney gruplarinin besiyerlerinin, 15. giinde alt tabakalarindaki Y TPH degerlerinin
dagilimi. (p<0,0001).

H Kontrol A. filiculoides

40000 A
35000 -
30000 -
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| _—m
0,05 0,2 0,3 0,4 0,5

3TPH (ug/ml)

0 T T T
Kontrol 0,005 0,01 , 0,1 ) ) : :

Batman Ham Petrol Yuizdesi (%)

Sekil 4. 8: Batman ham petrol konsantrasyonlari uygulanmis (% 0 - % 0,5) negatif kontrol ve
bitki deney gruplarinin besiyerlerinin, 15. glinde {ist tabakalarindaki Y} TPH degerlerinin
dagilimi. (p<0,0001).
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3TPH (ug/g TA)
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Batman Ham Petrol Yiizdesi (%)

0,5

Sekil 4. 9: Batman ham petrol konsantrasyonlari uygulanmis (% O - % 0,5) Azolla filiculoides
Lam. bitkisine ait 15. giinde > TPH degerlerinin dagilimi. (p<0,0001).

Tablo 4. 2: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) negatif kontrol ve
bitki biiyiime ortamlari ile bitki 6rneklerine ait 15. giindeki Y TPH degerlerinin dagilimu.

(p<0,0001).

Petrol Yiizdesi
(%)

0
0,005
0,01
0,05
0,1
0,2
0,3
0,4

0,5

Toplam Petrol Hidrokarbon Miktar1 (> TPH )

Alt Kontrol Alt Bitki Ust Kontrol Ust Bitki Bitki
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/gTA)

0,40 +£0,02 0,72 +0,22 0,89 +0,07 0,96 + 0,15 1,00 £0,22
3,71+1,27 0,73 +0,12 1,26 +0,17 1,02+ 0,37 1,81+0,30
4,21+0,51 3,44 +0,79 62,74 +8,82 3,88+ 0,18 52,53 + 16,35
5,65+ 0,27 4,14 +0,85 1142,75 +433,72 2,08+0,15 448,86 + 87,57
6,81 + 0,45 5,96 +0,72 1500,00 +76,85 6,69 + 0,84 1152,54 + 139,86
30,67 £3,71 5,34 +0,84 9095,98 +989,37 8,93 + 0,87 2766,59 + 390,62
54,69+8,14  23,65+2,14  11476,92+1427,60 10,44+ 1,65 4977,08 + 452,75

162,72 +22,65 23,74+2,06  18161,83+4382,57 33,97 +2,00 15122,34 + 3077,53

189,52 +24,75 87,92+6,69  38706,09 +3241,49 169,64 + 2423  38618,38 + 7031,14
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4.2.3. GC-MS Analiz Bulgulan

Deney siiresinin bitiminde uygulanan petrol konsantrasyonlarinda bitki ve bitki
besiyerleri ile negatif kontrol ortamlarindaki petroliin davraniginin goriilebilmesi
amaciyla drneklerin GC-MS analizleri yapilmis ve Total Iyon Kromatogramlar1 (TIC)
belirlenmistir. Oncelikli olarak petrol biyodegradasyonun belirlenebilmesi icin hedef
iyon 57 (m/z) ye gore kromatogramlarda isoprenoid oranlari hesaplanmis ve
orneklerdeki (besiyerleri ve bitki) alifatik hidrokarbon miktarlar1 saptanmistir. Deney

gruplarinin igerdikleri aromatik hidrokarbonlarin da miktar tayini yapilmistir.

4.2.3.1.Total Iyon Kromatogramlar: (TIC)

Azolla filiculoides Lam. bitkisi ve negatif kontrol besiyerlerine uygulanan % 0, %
0,005, % 0,01, % 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3 , % 04 ve % 0,5 ham petrol
konsantrasyonlarina ait TIC Sekil 4.10 - 19 arasinda verilmistir. % 0, % 0,005 ve %
0,01 petrol uygulanmis numunelere ait GC-MS kromatogramlarinda, petrol
hidrokarbonlarindan alifatik zincire ait piklere rastlanilmamistir (Sekil 4.10 — Sekil 4.13
ve Sekil 4.18 A, B, C). % 0,05 petrol uygulamasindan baglayarak artan tiim
konsantrasyonlarin iist fazina ait negatif kontrol numunelerinin Total Iyon
Kromatogramlarinda, petrol hidrokarbonlarindan alifatik zincire ait pikler (nCy14 — nCss)
goriilmiistiir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.16). Ancak, bitkili deney seti numunelerinde s6z
konusu pikler (nC;; — nCss) st faz besiyeri numunelerinin  uygulanan

konsantrasyonlarinda goriilmemektedir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4. 10: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,1) negatif kontrol
orneklerinin alt tabakasina ait, 15. giindeki TIC kromatogramlari. A. % 0 B. % 0,005 C. % 0,01
D.%0,05E. % 0,1
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Sekil 4. 11: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,1) Azolla filiculoides
Lam. bitkisinin biiyiime ortamlarinin alt tabakasina ait 15. giindeki TIC kromatogramlari. A.% 0
B.% 0,005C. % 0,01 D. % 0,05 E. % 0,1
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Sekil 4. 12: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,1) negatif kontrol
orneklerinin iist tabakasina ait, 15. glindeki TIC kromatogramlari. A. % 0 B. % 0,005 C. % 0,01
D.%0,05E.%0,1

100+
A
%
o r-— T T T T T T T

100+

%

100+

%4

%

.
i

"s00 750 1000 "1sloo 1750 20000 22’50 | 2500 ' 2750 ' 3000 ' 3250 ' 35000 ' 37.50

Siiriiklenme Zamam (dk)
Sekil 4. 13: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,1) Azolla filiculoides
Lam. bitkisinin biiyiime ortamlarinin tist tabakasina ait 15. giindeki TIC kromatogramlari. A.%0
B.% 0,005C.%0,01D. % 0,05E. % 0,1
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Sekil 4. 14: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) negatif kontrol
orneklerinin alt tabakasina ait, 15. giindeki TIC kromatogramlari. A. % 0 B. % 0,2 C. % 0,3 D.
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Sekil 4. 15: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) Azolla filiculoides
Lam. bitkisinin biiyiime ortamlarinin alt tabakasina ait 15. giindeki TIC kromatogramlari. A.%0
B.%02C.%03D.%0,4E.%0,5
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Sekil 4. 16: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) negatif kontrol
orneklerinin iist tabakasina ait, 15. glindeki TIC kromatogramlari. A.% 0 B. % 0,2 C. % 0,3 D.
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Sekil 4. 17: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) Azolla filiculoides
Lam. bitkisinin biiyiime ortamlarinin tist tabakasina ait 15. giindeki TIC kromatogramlari. A.%0
B.%02C.%03D.%0,4E.%0,5
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- % 0,5) Azolla filiculoides

Lam. bitkisine ait, 15. giindeki TIC kromatogramlari. A. % 0B. % 0,2C. % 0,3D. % 0,4 E. %
0,5. “A”isareti UCM (¢ozlinmemis kompleks karigim) yi gdstermektedir. UCM ayrigsma siireci
igerisinde degradasyona ugrayacak olan petrol hidrokarbon karisimlarina ait egri (hump) yi

tanmimlamaktadir.
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GC-MS analizi ile elde edilen Total Iyon Kromatogramlar1 incelendiginde uygulanan
petrol konsantrasyonlarinda bitki bilylime ortamlarinin ve negatif kontrol serilerinin alt
tabakalarmin higbirinde petrol hidrokarbonlarindan alifatik zincire ait piklere
rastlanilmamistir  (Sekil 4.10, 4.11, 4.14 ve 4.15). Ayrica uygulanan petrol
konsantrasyonlarinda bitki besiyerlerinin iist tabakasina ait orneklerde de petrol
hidrokarbonlarindan alifatik zincire ait piklere rastlanilmamistir (Sekil 4.13 ve 4.17).
Diger taraftan % 0,05 petrol uygulamasindan baslayarak artan tiim konsantrasyonlarin
iist fazina ait negatif kontrol numunelerinin Total Iyon Kromatogramlarinda, petrol
hidrokarbonlarindan alifatik zincire ait pikler goriilmistiir (Sekil 4.12 D,E ve Sekil 4.16
B,C,D,E). Bitki 6rneklerine ait TIC incelendiginde Sekil 4.18 D,E ve Sekil 4.19
B.C.D,E oOrneklerinde petrol hidrokarbonlarindan alifatik zincire ait pikler

goriilmektedir.

Bu sebeple bu asamadan itibaren gerek alifatik hidrokarbonlar ve isoprenoid oranlari
(C17:Pr, C1g:Ph ve Pr:Ph) ve gerekse aromatik hidrokarbonlara ait degerlendirmelerde,
negatif kontrol ortaminin iist tabakasi ile bitki 6rnekleri karsilastirilmistir. Bu amagla
negatif kontrol ve bitki 6rneklerinde karsilastirilan ham petrol konsantrasyonlarini su
sekilde siralayabiliriz; % 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4 ve % 0,5.

Bu sonuglara gore elde edilen negatif kontrol (kontrol) ve bitki 6rneklerine ait Total

Iyon Kromatogramlar1 Sekil 4.20 ve Sekil 4.21 de verilmistir.
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Sekil 4. 21: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0 - % 0,5) Azolla filiculoides
Lam. bitkisine ait, 15. giindeki TIC kromatogramlari. A. % 0B. % 0,05C. % 0,1 D. % 0,2 E. %
03F.%04G.%0,5
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4.2.3.2.Batman Ham Petrol Uygulamas: ile Bitki ve Kontrol Orneklerinde Tespit Edilen
n-Alkan Dagilimlar

Azolla filiculoides Lam. bitkisine 15 giin siire ile uygulanan Batman ham petrol

konsantrasyonlarinin ~ kontrol ~ve  bitki numunelerindeki alifatik  (n-alkan)

fraksiyonlarinin, 57 (m/z) iyon kromatogramlarindaki piklerinin karsilastiriimasi

yapilmis, alifatik zincirdeki kayiplar arastirilmis ve ayrica biyolojik degradasyon

belirteci olarak kullanilan isoprenoid oranlarinda meydana gelen degisimler

degerlendirilmistir.

n-Alkan Piklerinin Kalitatif Dagilimlar

Azolla filiculoides bitkisine Batman ham petrol uygulamasi sonucunda elde edilen
numunelere kolon kromatografisi uygulanarak o6rneklerdeki alifatik (n-alkan)
fraksiyonlar alinmistir. Orneklerin GC-MS analizinden elde edilen alifatik zincire ait n-

alkan dizilisi ve isoprenoidlerin kalitatif dagilimi Sekil 4.22 — 33 de verilmistir.
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Sekil 4. 22: % 0,05 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol érneginin 15.
giinde, alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS kromatogrami. Pr:
Pristan, Ph: Fitan
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Sekil 4. 23: % 0,05 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin 15. giinde, alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid diziligini gosterir GC-MS
kromatogrami. Pr: Pristan, Ph: Fitan
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Sekil 4. 24: % 0,1 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol 6rneginin 15. giinde,
alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS kromatogrami. Pr: Pristan,
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Sekil 4. 25: % 0,1 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin 15. giinde, alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS
kromatogrami. Pr: Pristan, Ph: Fitan
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Sekil 4. 26: % 0,2 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol 6rneginin 15. giinde,
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Sekil 4. 27: % 0,2 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin 15. giinde, alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS
kromatogrami. Pr: Pristan, Ph: Fitan
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Sekil 4. 28: % 0,3 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol 6rneginin 15. giinde,
alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS kromatogrami. Pr: Pristan,
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Sekil 4. 29: % 0,3 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin 15. giinde, alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS
kromatogrami. Pr: Pristan, Ph: Fitan
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Sekil 4. 31: % 0,4 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin 15. giinde, alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS

kromatogrami. Pr: Pristan, Ph: Fitan



75

C17 c18
100+ c19
c16 c20
c21
e
c22
©
© <
C% a
3 &
< c23
C15
c24

(o))

N

O

C30
C31 c3p
o ci3 G4 LMLMMMMM €38 C34 c3s
600 ' 800 ' 1000 ' 12000 ' 1400 ' 1600 ' 1800 ' 2000 ' 22000 ' 24100 ' 26.00 ' 2800 ' 3000 = 32:00  34.00

Siiriiklenme Zamam (dk)

Sekil 4. 32: % 0,5 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis kontrol 6rneginin 15. giinde,
alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS kromatogrami. Pr: Pristan,
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Sekil 4. 33: % 0,5 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin 15. giinde, alifatik zincire ait n-alkan ve isoprenoid dizilisini gosterir GC-MS

kromatogrami. Pr: Pristan, Ph: Fitan
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Sekil 4.22 — 33 de verilen alifatik zincire ait n-alkan dizilisi ve isoprenoidlerin kalitatif
dagilimin1 gosteren GC-MS 57 (m/z) iyon kromatogramlarina gore 6rneklerde goriilen

ilk karbon sayilar1 Tablo 4.3 de verilmistir.

Tablo 4. 3: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) bitki ve kontrol
orneklerinin 15. giinde, alifatik fraksiyonlarina ait GC/MS kromatogramlarinda goriilen ilk
karbon sayilart.

Batman Ham Petrol Konsantrasyonu (%)

0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Kontrol 16 15 14 14 13 13
Azolla filiculoides 14 13 12 11 11 11

Gériilen Tlk Karbon Sayisi (nCy)

Alifatik Hidrokarbonlarin Kantitatif Dagilimi
Orneklerin GC-MS analizinden elde edilen alifatik hidrokarbon miktarlari, Sekil 4.34 —

Sekil 4.39 da verilmistir. 15 gilinlik uygulama siiresinin bitiminde kontrol ve bitki
orneklerinin n-alkan zinciri incelendiginde petrol konsantrasyonu arttik¢a drneklerin
icerdikleri alkan miktarlarinin da buna paralel olarak artis gosterdigi saptanmigtir.
Kontrol 6rneklerinin igermis olduklart en yiiksek alkan miktarlar1 % 0,05 ve % 0,1
petrol konsantrasyonlar: i¢in 19 — 22 (18 pg/ml — 29 pg/ml) arasinda karbon atomu
iceren alkan bilesiklerinde belirlenirken % 0,2 petrol konsantrasyonu igin 17 — 21 (88
ug/ml — 96 ug/ml), % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 petrol konsantrasyonlari igin ise 16 — 21 (167
pg/ml — 357 pg/ml) arasinda karbon atomu igeren alkan bilesiklerinde saptanmistir
(Sekil 4.34 — 39). Diger taraftan alkanlarin, bitki 6rneklerinde 6zellikle % 0,05 petrol
konsantrasyonunda neredeyse tamamen tiikendigi saptanmistir (Sekil 4.34). Bitki
orneklerinin n-alkan miktarlarinin % 0,1 ve % 0,2 petrol konsantrasyonlarinda ise
kontrole oranla belirgin sekilde azaldigi gorilmiistir (Sekil 4.35 ve Sekil 4.36).
Uygulanan % 0,005, % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 petrol konsantrasyonlarinda
bitki 6rneklerinde elde edilen en yiiksek degere sahip alkanlar ve miktarlar1 sirasiyla Coo
(1,23pg/ml), Cy (7,07 pg/ml), Cio (35,06pug/ml), Ci7 (116,14pg/ml), Ci7
(124,72ug/ml), C17 (228,63 ug/ml) olarak saptanmustir (Sekil 4.34 — 39).
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H Kontrol A. filiculoides
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n-Alkan Zinciri

Sekil 4. 34: % 0,05 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol
orneklerinde 15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kantitatif dagilimu.

H Kontrol A. filiculoides

30 -

25 A

20 -

ug/mi

15 -

5 - {II

i L

C15C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25C26 C27 C28 C29C30C31C32C33C34C35

n-Alkan Zinciri

Sekil 4. 35: % 0,1 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmus bitki ve kontrol 6rneklerinde
15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kantitatif dagilimi.
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H Kontrol A. filiculoides
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n-Alkan Zinciri
Sekil 4. 36: % 0,2 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol érneklerinde
15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kantitatif dagilimu.
H Kontrol A. filiculoides
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n-Alkan Zinciri
Sekil 4. 37: % 0,3 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol rneklerinde

15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kantitatif dagilimi.
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n-Alkan Zinciri

Sekil 4. 38:

% 0,4 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmus bitki ve kontrol 6rneklerinde
15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kantitatif dagilima.
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n-Alkan Zinciri

Sekil 4. 39:

% 0,5 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol 6rneklerinde
15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kantitatif dagilimi.
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Sekil 4.40 da goriilecegi gibi uygulanan petrol konsantrasyonlar1 arttikca 6rneklerde
saptanan toplam n-alkan miktarlarinin da arttigi bulunmustur. Kontrol 6rneklerinin
icerdikleri toplam n-alkan miktarlar1 % 0,05 petrol konsantrasyonunda 173 pg/ml, %
0,5 petrol konsantrasyonunda ise 2657 pg/ml olarak bulunmustur. Ayni
konsantrasyonlarin bitki 6rneklerinde ise n-alkan miktarlari sirasiyla 11 pg/ml ve 989
ug/ml olarak belirlenmistir. Bitki Orneklerinde tespit edilen toplam n-Alkan
miktarlarinin 6zellikle %0,05 petrol konsantrasyonunda kontrole gore biiyiikk oranda
azaldig1 belirlenmistir. Ayrica bitki Orneklerinin % 0,1 ve % 0,2 petrol
konsantrasyonlarinda elde edilen toplam n-Alkan miktarlarinin kontrole oranla belirgin

bir diisiis gosterdigi de saptanmistir.

H Kontrol A. filiculoides
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Batman Ham Petrol Yiizdesi

Sekil 4. 40: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) bitki ve kontrol
orneklerinde 15. giinde tespit edilen toplam alifatik hidrokarbonlarin kalitatif dagilimi.

Sekil 4.41 de Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kontrol
orneklerine gore biyodegradasyon yiizdeleri verilmistir. Buna gore kontrol érnekleriyle
karsilastirildiginda alifatik hidrokarbon biyodegradasyonu % 0,05, % 0,1, % 0,2, % 0,3,
% 0,4, % 0,5 petrol konsantrasyonlarinda sirasiyla 16, 15, 14, 14, 13, 13 karbon atomu
iceren bilesiklerden itibaren hesaplanmigtir. Uygulama siireci igerisinde petrol

konsantrasyonu ile ortamda tiikenen alifatik hidrokarbon sayilar1 arasinda ters bir oranti
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oldugu saptanmigtir. % 0,05 petrol konsantrasyonunda 10 — 15 arasinda karbon atomu
igeren alkanlar tespit edilemezken % 0,5 petrol konsantrasyonunda 10 — 12 arasinda
karbon atomu iceren alkanlar tespit edilememistir. Kontrole oranla bitki 6rneginin %
0,05 petrol konsantrasyonunda n-alkan zincirinin 16 karbonlu bilesiginden baslamak
tizere 34 karbon atomu igeren bilesigine kadar biitiin bilesiklerin % 90’in iizerinde

biyodegradasyona ugradigi saptanmustir.
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Sekil 4. 41: Batman ham petrol konsantrasyonlart uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde tespit edilen alifatik hidrokarbonlarin kontrol
orneklerine gore biyodegradasyon yiizdeleri.

Uygulanan petrol konsantrasyonlarinda bitki 6rneklerinde tespit edilen toplam alifatik
hidrokarbonlarin kontrol drneklerine gore biyodegradasyonlar1 Sekil 4.42 de verilmistir.
Buna gore ozellikle % 0,05 - % 0,2 petrol konsantrasyonu araliinda % 94 - % 73
arasinda belirgin bir biyodegradasyon gozlenirken % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 petrol
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 71, % 71 ve % 63 olmak iizere azalan

biyodegradasyon yiizdeleri tespit edilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4. 42: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde tespit edilen toplam alifatik hidrokarbonlarin kontrol
orneklerine gore biyodegradasyon yiizdeleri.

4.2.3.3.Isoprenoid Oranlart  Kullamlarak Petrol Hidrokarbon Degradasyonun
Degerlendirilmesi
Azolla filiculoides bitkisinin petrol hidrokarbonlarini degrade etme kapasitesinin
anlasilmasi amaciyla incelenen numunelerde tayin edilen isoprenoid oranlar1 Sekil 4.43
— Sekil 4.48 ve Tablo 4.4 de verilmistir. isoprenoid oranlar1 kullanilarak petrol
hidrokarbonlarinin degradasyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla uygulanan % 0,05
petrol konsantrasyonunda elde edilen degerler Sekil 4.43 de verilmistir. % 0,05 petrol
konsantrasyonunda kontrol 6rneginin C17/Pr oran1 2,34 iken bitki 6rneginde bu deger
1,74 olarak bulunmustur. Diger taraftan C18/Ph orani kontrol 6rneginde 2,02 olarak
belirlenirken bitki Orneginde bu deger 1,18 olarak saptanmistir. Pr/Ph oranlarn
incelendiginde ise bitki 6rneginde (0,24) kontrole gore (0,29) bir azalma gozlenirken bu

azalmanin kaydadeger bir azalma olmadigi saptanmustir (Sekil 4.43 ve Tablo 4.4).

Isoprenoid oranlarma bakildiginda C17/Pr oraninin 6zellikle % 0,1 ve % 0,2 ham petrol
konsantrasyonlarinda belirgin bir diisiis gosterdigi saptanmistir. Bu oran % 0,1 petrol

konsantrasyonunda konrol 6rneginde 2,63 iken bitki 6rneginde 2,09 dur. Diger taraftan
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% 0,2 kontrol 6rneginde Ci7/Pr oran1 3,34 iken bitki 6rneginde bu deger 2,58 olarak
bulunmustur (Sekil 4.44 ve Sekil 4.45). Uygulanan % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 petrol
konsantrasyonlarinin kontrol ve bitki 6rneklerinden elde edilen Ci7/Pr oranlarinin

biribirlerine ¢ok yakin degerler oldugu belirlenmistir (Sekil 4.46 — 48 ve Tablo 4.4).

C1g/Ph oranlar incelendiginde 6zellikle % 0,1 ve % 0,2 petrol kosantrasyonlarinda
kontrole oranla belirgin bir diisiisiin oldugu saptanmistir. C1g/Ph oranlar1 % 0,1 ve % 0,2
kontrol 6rneklerinde 2,1 ve 2,4 iken bitki 6rneklerinde bu degerler % 0,1 ve % 0,2
ornekleri i¢in sirasiyla 1,6 ve 1,8 dir (Sekil 4.44 — 45 ve Tablo 4.4). Ancak % 0,2 bitki
orneginden elde edilen Cig/Ph degeri anlaml bir fark (p>0,001) yaratmamistir (Sekil
4.45 ve Tablo 4.4).

Sekil 4.44 - Sekil 4.48 ve Tablo 4.4 incelendiginde Orneklerden elde edilen Pr/Ph
oranlarinda kontrol 6rnegine gore sadece % 0,1 petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki
orneginde belirgin bir azalmanin oldugu saptanmistir (Sekil 4.44 ve Tablo 4.4).
Uygulanan diger petrol konsantrasyonlarindan elde edilen Pr/Ph degerleri kontrole

benzerdir (Sekil 4.45 — 48 ve Tablo 4.4).

H Kontrol A. filiculoides

2,5 A

1,5 -

isoprenoidlerin Orani

C17/Pr C18/Ph Pr/Ph

Sekil 4. 43: % 0,05 Batman ham petrol konsantrasyonunda, 15. giinde, kontrol ve bitki
orneklerindeki isoprenoid oranlarinin dagilimi.



84

H Kontrol = A. filiculoides

2,5 -

isoprenoidlerin Orani

C17/Pr C18/Ph Pr/Ph

Sekil 4. 44: % 0,1 Batman ham petrol konsantrasyonunda, 15. giinde, kontrol ve bitki
orneklerindeki isoprenoid oranlarinin dagilimi.

W Kontrol = A. filiculoides
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Sekil 4. 45: % 0,2 Batman ham petrol konsantrasyonunda, 15. giinde, kontrol ve bitki
orneklerindeki isoprenoid oranlarinin dagilimi.
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Sekil 4. 46: % 0,3 Batman ham petrol konsantrasyonunda, 15. giinde, kontrol ve bitki
orneklerindeki isoprenoid oranlarinin dagilimi.

W Kontrol = A. filiculoides
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isoprenoidlerin Orani

0,5 4

C17/Pr C18/Ph Pr/Ph

Sekil 4. 47: % 0,4 Batman ham petrol konsantrasyonunda, 15. giinde, kontrol ve bitki
orneklerindeki isoprenoid oranlarinin dagilimi.
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Sekil 4. 48: % 0,5 Batman ham petrol konsantrasyonunda, 15. giinde, kontrol ve bitki
orneklerindeki isoprenoid oranlarinin dagilimi.

Tablo 4. 4: Batman ham petrol (BHP) konsantrasyonlari uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) kontrol

ve bitki orneklerinin 15. giindeki isoprenoid (C17/Pr, C18/Ph, Pr/Ph) oranlari.

BHP Yiizdesi (%) Uygulama C17/Pr C18/Ph Pr/Ph
Kontrol 2,34+0,15 2,02+0,30 0,29 +0,05
0.05 A. filiculoides 1,74+033 1,18+0,13 0,24+ 0,04
Kontrol 2,63+0,02 2,10+0,23 0,55+0,03
01 A. filiculoides 2,09+£024 1,62+0,16 0,47 +0,02
Kontrol 3,34+040 243+0,35 0,78+0,08
0.2 A. filiculoides 2,58+0,07 1,85+0,28 0,72+ 0,06
Kontrol 342+0,18 2,54+0,19 0,80 +0,05
03 A. filiculoides 3,16+0,46 2,14+054 0,76 +0,07
Kontrol 3,50+0,46 2,44+0,22 0,81 +0,04
Rk A. filiculoides 335+0,14 243+046 0,81+021
Kontrol 3,53+0,36 2,56+0,31 0,82+0,10
0 A. filiculoides 3414043 2,55+040 0,81+0,33
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Isoprenoid Oranlarimin Kontrole Gore Bivodegradasyon Yiizdeleri

Bitki oOrneklerinin uygulanan Batman ham petrol konsantrasyonlarinda, kontrol
orneklerine gore iSoprenoid oranlarinin biyodegradasyon yiizdeleri, Sekil 4.49 — 52 de
verilmistir. C17/Pr isoprenoid oraninin biyodegradasyon yiizdesi % 0,05, % 0,1 ve % 0,2
ham petrol konsantrasyonlarinda % 25,4, % 20,6 ve % 22,8 olarak saptanmistir (Sekil
4.49). % 0,05 petrol konsantrasyonunda Cig/Ph isoprenoid oraninin kontrol 6érneklerine
gore biyodegradasyon yiizdesi % 42 gibi yiiksek bir degere sahipken, % 0,1 ve % 0,2
orneklerinde ortalama olarak % 23 civarindadir (Sekil 4.50). Pr/Ph isoprenoid
oranlarina bakildiginda ise biyodegradasyon yiizdesinin en yiiksek degerini % 17,6 ve
% 14,3 olmak {iizere sirasiyla % 0,05 ve % 0,1 petrol konsantrasyonlarinda gosterdigi
saptanmigtir  (Sekil 4.51). Diger taraftan, % 0,3, % 04 ve % 0,5 petrol
konsantrasyonlarinin  hepsinde Ci7/Pr, Cig/Ph ve Pr/Ph isoprenoid oranlarmnin
biyodegradasyon yiizdeleri kontrol orneklerinden ¢ok az farklilik gdstermistir (Sekil
4.49 —51).
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Sekil 4. 49: Batman ham petrol konsantrasyonlar: uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde, C17/Pr isoprenoid oranlarinin kontrol drneklerine gore
biyodegradasyon ylizdeleri.
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Sekil 4. 50: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde, C18/Ph isoprenoid oranlarinin kontrol 6rneklerine
gore biyodegradasyon yiizdeleri.
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Sekil 4. 51: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde, Pr/Ph isoprenoid oranlarinin kontrol 6rneklerine gére
biyodegradasyon yiizdeleri.
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Isoprenoid oranlar1 (Sekil 4.42 — Sekil 4.47) ve biyodegradasyon yiizdeleri (Sekil 4.48 —
Sekil 4.51) incelendiginde % 0,05 - % 0,5 petrol araliginda Azolla filiculoides Lam.
bitkisinin diisiikk konsantrasyonlarda (% 0,05, % 0,1 ve % 0,2) daha yiiksek, artan

konsantrasyonlarda ise daha diisiik biyodegradasyona yol actifi goriilmiistiir (Sekil
4.52).
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Sekil 4. 52: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde, isoprenoid oranlarimin (C17/Pr, C18/Ph, Pr/Ph) kontrol
orneklerine gore biyodegradasyon yiizdeleri.

4.2.3.4.Aromatik Hidrokarbonlarin Davranislar

Senkronize Ultraviyole Fluorospektrofotometre (SUVF) Sonuclart

Polisiklik aromatik bilesenlerin koken ve konsantrasyonlarinin saptanmasinda
orneklerde goriilen ve spektrumlarla belirlenen PAH halka sayilart kullanilabilmektedir.
Farkli sayida bilesene sahip birlesik aromatik halkalarin emisyonlari senkronize
spektrumlarda saptanabilmektedir. 15 giin siire ile uygulamasi yapilan Batman ham
petrol konsantrasyonlarinin kontrol ve bitki numunelerindeki SUVF degerleri Sekil 4.53
— Sekil 4.58 de verilmistir. Floresans yogunlugu (intensite) kontrol ve bitki drneklerine

ait aromatik bilesenlerin kalitesi ile iliskilendirilmistir.




% 0,05 petrol uygulamast sonucunda elde edilen kontrol ve bitki 6rneklerine ait SUVF
degerleri Sekil 4.52 de verilmistir. Bu konsantrasyona ait kontrol ve bitki drneklerinde
1-2 halkali bilesiklere rastlanilmazken, 3-4 halkali bilesiklerin yogunlugu ise oldukc¢a
azdir. 5 halkali bilesiklerin floresans yogunlugu bitkide kontrole gore daha az
bulunmustur. Diger taraftan 6 ve daha fazla sayida halka igeren bilesiklerin her iki
ornekte de benzer intensiteye sahip olduklart saptanmistir (Sekil 4.52). % 0,1 - % 0,5
petrol konsantrasyonu araligindaki bitki drneklerinde 3-4 halkali bilesikler ¢ok diisiik
degerde floresans yogunluguna sahipken kontrol 6rneklerinde bu bilesikler oldukca
yiiksek intensiteye sahiptir. 5 halkali bilesikler i¢in bitki dérneklerinde goriilen floresans
yogunluklar1 sadece % 0,1 (Sekil 4.53) petrol konsantrasyonunda kontrole yakin
degerler verirken, % 0,2 - 0,5 petrol konsantrasyonu araliginda kontrolden daha diisiik

degerler sergilemistir (Sekil 4.54 — 57).
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Sekil 4. 53: % 0,05 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol
orneklerinde 15. giinde tespit edilen SUVF degerleri.
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Sekil 4. 54: % 0,1 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol 6rneklerinde

15. giinde tespit edilen SUVF degerleri.
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Sekil 4. 55: % 0,2 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol érneklerinde

15. giinde tespit edilen SUVF degerleri.
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A. filiculoides
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Sekil 4. 56: % 0,3 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig bitki ve kontrol érneklerinde

15. giinde tespit edilen SUVF degerleri.
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Sekil 4. 57: % 0,4 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol érneklerinde

15. giinde tespit edilen SUVF degerleri.
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Sekil 4. 58: % 0,5 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis bitki ve kontrol 6rneklerinde
15. glinde tespit edilen SUVF degerleri.

Azolla filiculoides bitkisine 15 giin siire ile uygulanan Batman ham petrol
konsantrasyonlarinin kontrol ve bitki numunelerinin kolon kromatografisi yontemi ile

elde edilen aromatik (polisiklik aromatik hidrokarbonlar) fraksiyonlarinin GC-MS

analizi yapilmistir.

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin Kantitatif Dagilimlar

Deney gruplarina ait olan SUVF spektrumlar1 baz alinarak baskin olan polisiklik
aromatik hidrokarbon halkalar1 belirlenmistir. Bu halka gruplarindan 3 — 6 halkali
bilesiklerin spektrumlar1 ve floresans yogunluklart Sekil 4.53 — 58 de verilmistir. Bu
halka gruplarindan 3 halkal1 bilesigi temsil eden fenantren aromatik hidrokarbonu kisa
donemli degradasyon yetenegi goOstermektedir. Ancak diger halka gruplarmin
degradasyonlari daha uzun zaman dilimlerinde olmaktadir (White ve dig., 2006). Bu
calismada fenantren bilesiginin degradasyon profilinin degerlendirilmesi; 1.)
Biyoremediasyon g¢alismalarinda kullanilan hedef bilesiklerden biri olmasinin yaninda
kimyasal yapisinin belli bazi karsinojen PAH bilesiklerini yansitmast (Flocco ve dig.,
2002), 2.) Calisgmanin deney siiresinin 15 giin gibi kisa zaman araliginda olmasindan

dolayidir.
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Deney Gruplarinda Tayin Edilen Fenantren Bilesiginin Kantitatif Dagilimi

GC-MS analizinden elde edilen deney gruplarina ait kromatogramlar, kiitiiphane
taramast (WILEY, NIST) ve analizde kullanilan standart ile karsilastirilmistir.
Orneklerin GC-MS analizinden elde edilen fenantren miktarlari, Sekil 4.59 — Sekil 4.65
de verilmistir. Uygulanan petrol konsantrasyonlart sonucunda Kontrol ortamlarinda
tespit edilen en diisiik fenantren miktar: % 0,05 Batman ham petrol uygulamasinda 25,2
pg/ml iken % 0,5 petrol uygulamasinda 70,3 pg/ml olarak bulunmustur. Buna karsilik
olarak bitki Orneklerinde tespit edilen fenantren miktarlar1 uygulanan petrol
konsantrasyonlarinda % 0,05 (4,8 pg/ml), % 0,1 (5,7 pg/ml) % 0,2 (10,6 png/ml), % 0,3
(13,0 pg/ml), % 0,4 (16,9 ng/ml) , % 0,5 (20,2 ng/ml) olarak saptanmistir. Bu sonuglara
gore bitki ortamina uygulanan en yiiksek petrol konsantrasyonunda bile (% 0,5) tespit
edilen fenantren miktarinin (20,2 pg/ml) kontrol ortamina uygulanan en diisiik petrol
konsantrasyonunda (% 0,05) tespit edilen fenantren miktarindan (25,2 pg/ml) daha
diisiik oldugu bulunmustur (Sekil 4.59 — 4.65).
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Sekil 4. 59: % 0,05 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol ve bitki
orneklerinde, 15. giinde tespit edilen fenantrenin kantitatif dagilimi.
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Sekil 4. 60: % 0,1 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol ve bitki érneklerinde,
15. giinde tespit edilen fenantrenin kantitatif dagilima.
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Sekil 4. 61: % 0,2 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis kontrol ve bitki drneklerinde,
15. giinde tespit edilen fenantrenin kantitatif dagilimu.
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Sekil 4. 62: % 0,3 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol ve bitki 6rneklerinde,
15. giinde tespit edilen fenantrenin kantitatif dagilima.
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Sekil 4. 63: % 0,4 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmis kontrol ve bitki drneklerinde,
15. giinde tespit edilen fenantrenin kantitatif dagilimu.
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Sekil 4. 64: % 0,5 Batman ham petrol konsantrasyonu uygulanmig kontrol ve bitki 6rneklerinde,
15. giinde tespit edilen fenantrenin kantitatif dagilima.
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Sekil 4. 65: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (%0,05 - %0,5) kontrol ve bitki
orneklerinde, 15. giinde tespit edilen fenantrenin kantitatif dagilimi. (p<0,0001)




98

Bitki orneklerinin uygulanan petrol konsantrasyonlarinda, kontrol orneklerine gore
fenantren miktarlarinin biyodegradasyon yiizdeleri, Sekil 4.66 da verilmistir. Uygulanan
petrol konsantrasyonlarinda fenantren miktarlarinin  kontrol &rneklerine  gore
biyodegradasyon yiizdeleri % 81 ile % 71 arasinda dagilim gostermistir (Sekil 4.66).
Kontrol 6rneklerine gore 6zellikle % 0,05, % 0,1 ve % 0,2 petrol konsantrasyonlarinda
elde edilen sirasiyla % 81, % 77 ve % 77 lik biyodegradasyon yiizdeleri ile fenantren

miktarinin bu 6rneklerde daha belirgin bir azalma gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.66).

81
82

80 A
78 A

76 A

77 77
75 74
74 -
71
72 A
70 A
68
66 -
0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

% Biyodegradasyon

64

Batman Ham Petrol Yizdesi (%)

Sekil 4. 66: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) Azolla
filiculoides Lam. bitkisine ait, 15. giinde, fenantren miktarlarinin kontrol 6rneklerine gore
biyodegradasyon yiizdeleri.

Deney Gruplarinda Tespit Edilen Diger Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar ve
Alkillenmis PAH Bilesikleri

Uygulamalar sonrasinda oOrneklerdeki Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve
alkillenmis PAH bilesikleri ve homolog serileri kromatogramlarin kiitiiphane taramasi
yapilarak saptanmistir. Buna gore kontrol ve bitki drneklerinde tespit edilen polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve alkillenmis bilesik ve homologlar1 Tablo 4.5 ve Tablo 4.6

da verilmistir.
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Tablo 4. 5: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) kontrol
orneklerinde, 15. giinde tespit edilen polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve alkillenmis PAH
homologlar1. (C1-, C2-, C3-, C4-: Sirasiyla; Bir, iki, ti¢, dort metil grubuna sahip, - : tespit
edilemedi.)

Kontrol

Naftalen

Cl-naftalen 2 142 - - - - - R

C3-naftalen 2 170 - - + + + +

Fenantren

C1l-fenantren 3 192 + + + + + +

C3-fenantren 3 220 + + + + + +

Dibenzotiofen

C1-dibenzotiofen 3 198 + + + + + +

C3-dibenzotiofen 3 226 - - - - - R

CoO-floren 3 166 - - - - - +

C2-floren 3 194 + + + + + +

Krizen

C1-krizen 4 242 - - - - - _

C3-krizen 4 270 - - - - - _
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Tablo 4. 6: Batman ham petrol konsantrasyonlar1 uygulanmis (% 0,05 - % 0,5) bitki
orneklerinde, 15. giinde tespit edilen polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve alkillenmis PAH
homologlar1. (C1-, C2-, C3-, C4-: Sirasiyla; Bir, iki, ti¢, dort metil grubuna sahip, - : tespit
edilemedi.)

A. filiculoides

Naftalen

Cl-naftalen 2 142 - - - - - R

C3-naftalen 2 170 + + + + + +

Fenantren

C1l-fenantren 3 192 + + + + + +

C3-fenantren 3 220 + + + + + +

Dibenzotiofen

C1-dibenzotiofen 3 198 - - - + + +

C3-dibenzotiofen 3 226 - - - - - R

CoO-floren 3 166 - - - - - +

C2-floren 3 194 - - - - + +

Krizen

C1-krizen 4 242 - - - - - _

C3-krizen 4 270 - - - - - _
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler kirleticilerin toksik etkilerini belirli bir seviyeye kadar tolere edebilseler de
kirlenmis alanlarda yetisen bitkilerin biiylimeleri indirgenebilir. Fitoremediasyon
sistemlerinin daha etkili ve diizenli bir sekilde yapilabilmesi i¢in kullanilacak bitki
tiirlerinin yiikksek ¢imlenme ylizdesine ve hizli biiylime oranlarina sahip bitkilerden
secilmesi gerekmektedir (Fernet, 2008). Petrol hidrokarbonlar1 tohum ¢imlenmesini
geciktirmek, bitki biiylimesini, fotosentez hizin1 ve biyokiitleyi azaltmak gibi etkiler
gosterebilir ya da bitkinin tamamen 6lmesine neden olabilir. Petrol hasarimin biiyiikligi
oncelikle dokiilen petrolin hacmi ve tipi, yayildig1 alandaki tlirler ve bitki ortiisi,
dokiilmenin oldugu mevsim, hava kosullari, petrol ayrisma derecesi ve toprak yapisi
olmak tizere abiyotik ve biyotik bir dizi faktére baghdir (Hershner ve Moore, 1977;
DeLaune ve dig., 1979; Alexander ve Webb, 1987; Mendelssohn ve dig., 1990; Lin ve
Mendelssohn, 1996; Pezeshki ve dig., 2000; Lin ve dig., 2002; Parada ve De Viana,
2005; Lin ve Mendelssohn, 2009). Ham petrol benzen, toluen, etil benzen ve ksilen gibi
sayisiz hidrofobik bilesikleri ve kisa zincirli alifatik bilesikleri igermektedir. Bu
bilesikler kok ve yaprak gibi yiizeylere baglanarak su ve gaz alinnmini sinirlayan
hidrofobik bir alan yaratmaktadir (Schnoor, 1997; Issoufi ve dig., 2006). Ham petrol
toksisitesi aynt zamanda oksijen yetersizligi yaratmasi sebebiyle hiicre solunumunu da
siirlamaktadir (Cunningham ve dig., 1995; Issoufi ve dig., 2006). Ham petroliin kokler
tizerindeki etkisi ya direkt mitokondriyal solunumu etkileyerek ya da dolayli olarak
hiicre béliinmesi ve bliylimesi araciligiyla yarattigir hiicresel hasarlarla baglantilidir

(Issoufi ve dig., 2006).

Bitkilerin petrol bilesenlerine vermis olduklart cevaplar petrol tiirlerine ve
konsantrasyonlarina gore farkliliklar gostermektedir. Cohen ve dig. (2002) laboratuar
kosullarinda uyguladiklari calismada dizel yakit konsantrasyonlarindan sadece % 0,005
lik deney ortaminda Azolla pinnata bitkisinin yasayabildigini diger konsantrasyonlarda
ise (% 0,01, % 0,015, % 0,02, % 0,025, % 0,05, % 0,1, % 0,25, % 0,5, %1) oldigini
belirtmistir. Buna karsilik olarak uygulanan dizel yakit konsantrasyonlarindan (% 0,05,
% 0,1, % 0,25, % 0,5, %1) Pistia stratiotes in sadece % 0,05 dizel konsantrasyonunda
ve Salvinia molesta bitkisinin ise ancak % 0,05 ve % 0,1 dizel konsantrasyonunda
yasayabildikleri tespit edilmistir (Cohen ve dig., 2002). Meudec ve dig. (2007)
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Salicornia fragilis ile yaptiklar1 fitotoksisite deneyinde % 2 ve % 20 ham petrol
uygulamalarinda bitkilerin sirastyla % 57 ve % 90 oraninda 61digi saptanmistir. Bu
calismada Azolla filiculoides bitkisinin uygulanan % 0,005, % 0,01, % 0,05, % 0,1, %
0,2 ham petrol konsantrasyonlarinda yasayabildigi ancak % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 petrol
konsantrasyonlarinin ise bitkilerin dliimiine sebep oldugu saptanmistir (Tablo 4.1).
Yaprak yiizeyleri stoma ile gaz alig-verisi i¢in genis ylizey alanlar1 saglar. Yaprakta
bulunan mumlu kutikula bitkileri dehidrasyondan ve hastaliklardan korur. Ancak
yapraklar bu mumlu kutikula yapisindan dolay1 lipofilik 6zelliktedir. Boylece lipofilik
karakterdeki bazi hidrokarbonlar kolaylikla yaprak yiizeyine adsorbe olabilir (Fernet,
2008). Bu sekilde yiiksek konsantrasyonlarda (% 0,3, % 0,4 ve % 0,5) uygulanan
petroliin yaprak yiizeyini tamamen kaplayarak bitkinin kisa zamanda oliimiine sebep
oldugu sdylenebilir (Tablo 4.1, Sekil 4.2 ve 4.4).

Merkl ve dig. (2004) ham petroliin bitki biiylimesini énemli derecede indirgedigini
belirtmistir. Adam ve Duncan (2002), dizel yakitin (25 ve 50 g dizel/kg toprak) bircok
bitki tlirinde ¢imlenme oranlarinda azalma ve ¢imlenme zamaninda gecikmeye sebep
oldugunu saptamistir. Ogbo ve dig. (2009) Paspalum scrobiculatum bitkisine
uyguladiklart ham petrol konsantrasyonlarinin (% 2,5, 5, 7,5, 10, 12 ve 15) bitki
uzunlugu ve taze agirlig1 tizerine olan etkisini incelemistir. Her bir konsantrasyon i¢in
biiyiime kaplarinda 3, 6 ve 9 olmak {izere farkli sayilarda bitki yetistirilmistir. Buna
gore bitki kiitlesi (biyomas), taze agirlik kullanilarak degerlendirilmistir. 6 adet bitki
iceren kaplarda uygulanan % 2,5, % 5, % 7,5 ve % 10 ham petrol konsantrasyonlarinda
elde edilen taze agirliklar kontrole benzer degerler sergilemistir. Bu orneklerde ham
petroliin inhibe edici etkisi % 12,5 ve % 15 konsantrasyonlarinda gozlenmistir. Sharifi
ve dig. (2007) 6 farkli bitki tiirii iizerine (Medicago truncatula, Bromous mermis, Secale
serale, Triticum sativa, Agropyron deserterum, Linum ussitasimum) motor yaginin (25,
50, 75, 100 g/kg toprak) etkisini arastirmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar
kirlenmis topraklarda bitkilerin vermis olduklari cevaplarin uygulanan doza bagh
oldugunu gostermistir. Bromous mermis, Agropyron deserterum, Linum ussitasimum
bitkilerinin kuru agirliklart uygulanan konsantrasyonlarin hepsinde kontrole oranla
azalma gostermistir. Medicago truncatula, Secale serale, Triticum sativa bitkilerinde ise
ozellikle 25 g/kgtoprak konsantrasyonunda bitki kuru agirliklart kontrolden yiiksek

degerler sergilemistir. Uzerinde calisilan bitkiler arasinda bitki ¢imlenmesi, biiyiimesi
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ve kuru agirligi agisindan en dayanikli tiirtin Medicago truncatula oldugu belirlenmistir.
Lin ve Mendelssohn (1996) tuzlu (Spartina alterniflora), hafif tuzlu (Spartina patens)
ve tath (Sagittaria lancifolia) sularda yasayan ii¢ bitki tiirine m?® de 4, 8, 16 ve 24 L
olmak tizere farkli konsantrasyonlarda ham petrol uygulamistir. Bu ¢alismada Spartina
tiirlerinin artan petrol konsantrasyonlari ile bitki biiyiimelerinin indirgendigi (4 ve 8 L
m?) ya da bitkilerin 6ldiikleri (16 ve 24 L m™) bulunmustur. Ancak diger taraftan
Sagittaria lancifolia da artan petrol konsantrasyonlar ile birlikte bitki biiyiimesinin de
arttigr saptanmistir. Li ve dig. (1990) diisilk miktarlarda hidrokarbon eklenmesinin
Spartina alterniflora bitkisinin biiylimesini artirirken yiiksek seviyelerin bitki
biliylimesinin indirgenmesine sebep oldugunu belirtmistir. Peng ve dig. (2009) sera
kosullarinda Mirabilis jalapa L. ile yaptiklari ¢alismada % 0,5 oraninda petrol i¢eren
toprakta yetisen bitki biyokiitlesinde kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir azalmanin
olmadigimi belirtmistir. Diger taraftan artan petrol konsantrasyonlariyla birlikte (% 1 ve
% 2) biyokiitlenin de azaldigi saptanmistir. Bu calismada uygulanan ham petrol
konsantrasyonlarinin bitki biiyiimesi lizerine olan etkisi incelendiginde (Sekil 4.2 ve
Sekil 4.5), % 0,005 ve % 0,01 ham petrol konsantrasyonlarinda bitki biiyiime yiizdesi ve
taze agirlik artis1 kontrolle ayni hatta kontroliin biraz iizerinde biiylime goOstermistir.
Petroliin bazi bitkilerin biiylimesini stimiile etme mekanizmast agik bir sekilde
anlagilamamistir. Ancak bunun ya dolayli olarak, mikrobiyal N fiksasyonundaki artig
aracilif ile, ya da direkt petrol ya da petrol metabolitlerinin bitki biiylimesini stimiile
edici etkisi ile olabilicegi ileri siiriilmiistiir (Lin ve Mendelssohn, 1996). Bu ¢alismada
% 0,05 ve % 0,1 petrol konsantrasyonlarinda 15 giiniin sonunda bitki biiylime yiizdeleri
ilk agirliklarinin dort katina yakin bir deger gostermistir. Diger bir ifadeyle % 0,05 ve %
0,1 petrol konsantrasyonlari bitki biiyiimesini ¢ok az indirgemistir. % 0,2 petrol
konsantrasyonunda ise bitki biiyiimesi ilk agirliginin iki kati kadardir. % 0,3 petrol
konsantrasyonundan itibaren ise bitkiler Olmistir (Sekil 4.5). Bitki biiylime
parametrelerinin inhibisyonu (¢imlenme, bitki uzunlugu ve biyokiitle) ham petrolde
bulunan diisiik molekiil agirlikli hidrokarbonlarin toksik etkilerinden kaynaklanabilir.
Ciinkii bu bilesikler hiicre zarlarindan gegebilmekte ve bdylece zar gecirgenligini
indirgemekte ve/veya bitki hiicresinin 6liimiine sebebiyet verebilmektedir (Zand ve dig.,
2010).
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Ham petrolle kirlenmis alanlarda yetisen bitkilerin fide gelisimi ve biiylime oranlar1 bu
bitkilerin fitoremediasyon potansiyellerinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Bitkinin bu
alanlarda tutunabilmesi ¢imlenme oranlari, bitki uzunlugu, kok ve gdvde biyokiitlesi
g0z Oniine alinarak tahmin edilebilir. Ham petrolle kontamine olmus alanlarda bitkinin
tutunabilmesinin  degerlendirilmesinde bu parametrelerden en Onemlisi kok
biyokiitlesidir (Issoufi ve dig., 2006). Fitoremediasyonla kirleticilerin etkin bir sekilde
degradasyonu, yaygin bir kok sistemine baglidir. Kokler kirleticileri sekuestre ederek,
toprak havalanmasini1 saglayarak ve toprakta Kkirleticilerin hareketlerini kisitlayarak
fitoremediasyonun  etkinligini  artirirlar.  Ham  petrolle  kirlenmis  alanlarin
temizlenmesinde koklerin sundugu en onemli katki kuskusuz mikroorganizmalarin
aktivitesini artirmalaridir (Spiares ve dig., 2001). Ciinkii artan kok biyokiitlesi ile
rizosfer etkisi de artmaktadir. Rizosferde bulunan mikroorganizma populasyonu
rizosfersiz alanlardan genel olarak 10-100 kat daha fazladir (Issoufi ve dig., 2006).
Merkl ve dig. (2005) % 5 (w/w) oraninda agir ham petrolle kontamine olmus toprakta 6
farkli bitki tirii (Calopogonium mucunoides, Centrosema brasilianum, Stylosanthes
capitata, Brachiaria brizantha, Cyperus aggregatus, Eleusine indica) ile caligmistir. Bu
caligmada ozellikle Brachiaria brizantha bitkisinin kok ve govde biiylimesi diger
bitkilere oranla hem kontamine olmus ve hem de kontrol ortamlarinda daha yiiksek
bulunmustur. Ancak bu bitki tiirlinlin kok biiylimesi kontamine olmamis kontrol
ortaminda yetisen Brachiaria brizantha bitkisine oranla olduk¢a indirgenmistir. Yine bu
caligmada kullanilan ¢ok yillik iki ¢im tiiriiniin (Brachiaria brizantha ve Cyperus
aggregatus) kok biyokiitlesi ile petrol degradasyonu arasinda 6nemli bir iligkinin
oldugu gortlmistiir (Merkl ve dig., 2005). Gaskin ve dig. (2008) Avustralya dogal ¢im
tiirlerini dizel yakit ve motor yagi karisimi (60:40) ile hazirladiklart % 0,5 ve % 1
konsantrasyonlardaki  topraklarda, sera kosullarinda yetistirmistir. Cimlenme
performanslart g6z Oniine alinarak biiyiime deneyleri i¢in Brachiaria decumbens,
Cymbopogon ambiguus ve Microlaena stipoides var. Griffin  bitkileri
degerlendirilmistir. B. decumbens bitkisi kontaminasyondan olumsuz bir sekilde
etkilenmemistir. Kok biyokiitlesi acisindan 60. ve 120. giinde kontamine olmus
topraklarda yetisen bitki ile kontamine olmamis topraklarda yetisen bitki arasinda
onemli bir fark bulunmamustir. C. ambiguus her iki konsantrasyonda &zellikle 120.
giinde kok biyokiitlesinde kontrole oranla 6nemli derecede artis gostermistir. M.

stipoides ise 60. giinde % 0,5 konsantrasyonda kok biyokiitlesinde artis gosterirken %1
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konsantrasyonda bu etki gozlenmemistir. 120 giinlilk deney siiresinin sonunda
kontamine ve kontamine olmayan toprakta yetisen M. stipoides bitkisinin kok
biyokiitleleri arasinda herhangi bir fark bulunmamistir. Zand ve dig. (2010), Zea mays
L. ve Festuca arundinacea bitkilerinin petrolle kontamine olmus, turba katkisi (peat
amendments) iceren ve icermeyen topraklardaki biiylimelerini incelemistir. Petrolle
kontamine olmus ve bitki gilibresi igeren toprakta yetisen Festuca arundinacea
bitkisinin kok biyokiitlesinde kontrole gére 6nemli bir azalma bulunmazken Zea mays
L. bitkisi i¢in kok biyokiitlesi kontrole gore % 28 indirgenmistir. Peng ve dig. (2009)
sera kosullarinda Mirabilis jalapa L. ile yaptiklar1 ¢alismada % 0,5 oraninda petrol
iceren toprakta yetisen bitki kok uzunlugu ve kok biyokiitlesi kontrole yakin degerler
sergilemistir. Artan petrol konsatrasyonlart (% 1 ve % 2) ile kdk uzunlugu ve kok
biyokiitlesi indirgenmistir. Lin ve Mendelssohn (2008) sera kosullarinda 0, 20, 40, 80,
160, 320 ve 640 mgdizel g™ igeren kuru sedimentte yetistirdikleri tuzlu kiy1 ve bataklik
bitkisi olan Juncus roemerianus i dizel fitoremediasyonundaki etkinligini ve dizel
yakita karsi toleransini arastirmistir. Bu ¢alismaya gore 1 yillik deney siiresinin sonunda
Juncus roemerianus bitkisinin dizel yakita toleransinin 160 - 320 mgdizel g'kuru
sediment arasinda olabilecegi belirtilmistir. Diger taraftan diisiik dizel konsantrasyonlari
(20 — 40 mgdizel) su altinda kalan bitki kisimlarinin biyokiitlesi tizerinde 6nemli bir etki
yaratmazken yiiksek konsantrasyonlar (80 — 640 mgdizel) oldukca etkili olmustur. Sekil
4.4 incelendiginde bu ¢aligmada 6zellikle % 0,005 - % 0,1 ham petrol konsantrasyonu
araligindaki kok biiylimesi ve yogunlugunun kontrole yakin ya da benzer goériiniim
sergiledigi bulunmustur. Artan petrol konsantrasyonlari ile birlikte (% 0,2 - % 0,5) kok
yogunlugu ve biiylimesinin indirgendigi goriilmiistiir. Bitki biliylime ylizdesi, taze agirlik
artig1 ve kok bliyiimesinden elde edilen degerler incelendiginde A. filiculoides bitkisinin
ham petrole olan toleransinin % 0,1 - % 0,2 petrol konsantrasyonu araliginda

olabilecegi sdylenebilir.

Ekstrakte organik madde (EOM) miktarinin kontrol 6rnekleri ile kiyaslandiginda sadece
% 0,005 petrol uygulamasinda azaldigi buna karsilik olarak uygulanan diger biitiin
petrol konsantrasyonlarinda konsantrasyon artisina bagli olarak arttigi saptanmistir
(Sekil 4.6). Bu ylizden 6rneklerden elde edilen EOM miktarlarinin 6nemli bir boliimiinii
toplam hidrokarbonlarin olusturdugunu sdyleyebiliriz. Ayn1 sekilde kontrol ve bitki

biliyiime ortamlar1 ile bitkideki toplam petrol hidrokarbolarinin (TPH) da uygulanan
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petrol konsantrasyonlarina paralel olarak arttigi saptanmustir (Sekil 4.7 — 9 ve Tablo
4.2). Bitki biiyiime ortamlarinin ist tabakalarindan elde edilen TPH miktarlar1 kontrol
bliyiime ortamlarinin st tabakalarindan elde edilen TPH miktarlarina gore yiiksek
oranda azalma gostermistir. Bunun sebebi olarak deney siiresinin bitiminde bitkinin
ortamdan kaldirilmas: sirasinda bitki {izerine adsorbe olan petrol bilesenlerinin de bitki
ile birlikte alinmasi gosterilebilir. Ciinkii bitki 6rneklerinden elde edilen TPH miktarlari
kontrol besiyerinin iist fazi ile aym paralelde degerler vermistir (Tablo 4.2). Ayrica
Sekil 4.2 incelendiginde ortamda petroliin tamamen tliikenmedigi de goriilmektedir.
Diger taraftan Azolla filiculoides bitkisinin tatli su alanlarinda meydana gelecek petrol
kirliliginde  fitoremediasyon ¢alismalarinda  kullanilmasmin  yanisira,  petrol
bilesiklerinin ~ yaprak  ylizeyine  adsorbe  olmalarindan  dolayr  yiiksek
konsantrasyonlardaki petroliin fiziksel olarak temizlemesinde de kullanilabilecegi

sOylenebilir.

Huang ve dig. (2005) yaklasik olarak % 5 oraninda total petrol hidrokarbonlariyla
kirlenmis tarim alaninda ¢ok yonli fitoremediasyon sistemini (arazi tarimui,
biyoremediasyon ve fitoremediasyon ydntemlerinin hepsini iceren) 8 ay boyunca
uygulamistir. Ayrica bu sistemi tek tek uygulanan fitoremediasyon, biyoremediasyon ve
arazi tarimi (havalandirma ve giin 15181 gibi dogal kosullar) ile karsilastirmistir. 8 aylik
siire sonunda topraktan kaldirilan TPH miktar1 fitoremediasyonla % 55 olarak
bulunurken ¢ok yonli fitoremediasyon sisteminde % 90 olarak saptanmustir. Arazi
tarim1 (% 20) ve biyoremediasyon (% 40) yontemleri ise oldukg¢a diisiik degerler
sergilemistir. Brown ve dig. (1998) biyoremediasyon calismasi i¢in aktif olmayan
rafineri alanindan alinan kompleks petrol bilesikleriyle kontamine olmus toprag:
kullanmistir. Bu topraga yliksek ve diisiik oranlarda azot iceren kompost karigimlari
ilave edilmistir. 110 giinlik deney siiresi boyunca petrol bilesiklerinin farkli toprak
kosullarindaki biyodegradasyonlar: incelenmistir. 110 giinlin sonunda kontrol toprakta
TPH kaybr sadece % 7 de kalirken yiiksek oranda azotlu kompost karigimi iceren
topraktan TPH kayb1 % 50 - % 62 arasinda olmustur. Lin ve Mendelssohn (2008),
Juncus roemerianus bitkisi kullanarak yaptiklari bir yil siiren fitoremediasyon
calismasinin sonunda hem yiizey sedimentinde (0-2 cm) ve hem de alt sedimentte (8-10
cm) bulunan TPH miktarinin bitkisiz ortamdaki TPH miktarina oranla anlamli derecede

azaldigini bulmustur. Nedunuri ve dig. (2000) Teksas’ ta bulunan ham petrolle
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kirlenmis tarim alaninda Sorghum biocolor L., Lolium annual ve Stenotaphrum
secundatum L. bitkilerinin fitoremediasyon kapasitelerini test etmistir. Buna gére TPH
konsantrasyonu 21 ay sonunda L. annual i¢in % 42, S. secundatum ig¢in % 50 azalma
gostermistir. Peng ve dig. (2009) % 0,5, % 1 ve % 2 oraninda petrol igeren toprakta sera
kosullarinda Mirabilis jalapa L. bitkisinin fitoremediasyonunu arastirmistir. 127 giinliik
deney siiresinin bitiminde bitkili toprakta TPH degradasyonu % 41,61 - 63,20 arasinda
bulunurken bitkisiz toprakta % 19,75 — 37,92 arasinda kalmistir. Genel olarak
bakildiginda TPH degradasyonunda fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylarin hepsi etki
gostermektedir. Bitkisiz kontrol ortamlarindaki degradasyon ise siklikla buharlasma ve
fotolizden kaynaklanmaktadir (Peng ve dig., 2009). Bu ¢aligmada bitki uygulamasi ile
biiylime ortamlarindan elde edilen TPH miktarlari bitkisiz kontrol ortamlarindan elde
edilen TPH miktarlarina oranla anlamli derecede (p<0,0001) diisiik bulunmustur. Bu
sonuglar gz Oniine alindiginda A. filiculoides bitkisinin petrol fitoremediasyonunda

etkili oldugu soylenebilir.

Sekil 4. 18 — 19 da A. filiculoides bitkisine ait TIC lerde, uygulanan % 0,3, % 0,4 ve %
0,5 petrol konsantrasyonlarinda UCM (¢oziinmemis kompleks karigim) belirgin olarak
goriilmektedir. Buna karsilik olarak % 0,05 ve % 0,1 petrol konsantrasyonlarinda (Sekil
4. 18) UCM gozlenmezken % 0,2 petrol konsantrasyonunda olduk¢a diisiikk bir
degerdedir (Sekil 4. 19). UCM genel olarak kapiler GC kolonlar1 tarafindan
¢oziinemeyen dalli ve halkali hidrokarbonlarin birgok yapisal kompleks izomer ve
homologlarinin  karigimi olarak kabul edilir. Kimyasal degradasyon teknikleri
kullanilarak UCM nin temel olarak dallanma noktalarinda “T-seklinde” molekiillerle
(dallanmig alkanlar gibi) sonuglanan diiz karbon zincirlerinden olustugu gosterilmistir.
Bu molekiiller biyolojik parcalanmaya direnglidirler. Alifatik hidrokarbon
kromatogramlarinda UCM varliginin genel olarak degrade olmus ya da hava etkisine
maruz kalmis petrol artiklari ile iligkili oldugu disiiniilmektedir (Readman ve dig.,
2002). UCM siklikla biyodegradasyona ugramis petrol ve hidrokarbon ekstrelerinde
gozlenmektedir. Biyodegrade olmus petroliin UCM si tipik olarak ya diisiik yogunlukta
alifatik bilesiklere sahiptir ya da bu bilesiklerden tamamen yoksundur (Ventura ve dig.,
2008).
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Sekil 4.10 — 21 arasindaki Total Iyon Kromatogramlari incelendiginde petrol
hidrokarbonlarindan alifatik zincire ait pikler kontrol 6rneklerinde Cy4 ten, bitkili deney
seti numunelerinde C;, den itibaren goriilebilmistir (Sekil 4.10 — 21). Ancak kolon
kromatografisi sonucunda elde edilen 6rneklere ait kromatogramlar (Sekil 4.22 - 33)
incelendiginde alifatik zincir, kontrol 6rneklerinde Ci3 ten, bitki 6rneklerinde Cy; den
baslamistir. Kolon kromatografisi sonucu elde edilen bitki ve kontrol 6rneklerine ait
kromatogramlarda C;; — Cg3s arasindaki n-alkanlar karakteristik normal (gaus) dagilim
gostermistir. Benzer bir sonu¢ Brown ve dig. (1998) nin ¢alismasinda da bulunmustur.
Kontrol ve bitki 6rneklerinin n-alkan zinciri incelendiginde (Sekil 4.34 - 39) petrol
konsantrasyonu arttik¢a orneklerin igerdikleri alkan miktarlar1 da artmaktadir. Ancak
kontrol ornekleri ile karsilastirildiginda bitki 6rneklerinin icerdikleri alkan miktarlari
oldukea diisiiktiir. Ornegin, % 0,05 petrol konsantrasyonunun kontrol &rneginde elde
edilen en yiiksek alkan miktar1 22,5ug/ml (Cy) iken ayni petrol konsantrasyonunun
bitki orneginde 1,23ug/ml (Cy) dir (Sekil 4.34 — 39). Toplam alkan miktarlar1 bitki
orneklerinin 6zellikle % 0,05, % 0,1 ve % 0,2 petrol konsantrasyonlarinda kontrol
orneklerine gore olduk¢a azalmistir. % 0,05 petrol konsantrasyonunda bitki drneginde
elde edilen toplam alkan miktar1 kontrol 6rneginin yaklasik 1/15 1 kadardir. Bu deger %
0,5 petrol konsantrasyonu igeren bitki 6rneginde ise kontrol 6rneginin yaklasik 1/3 i
kadardir (Sekil 4.40). 15 giinliik deney siiresi sonunda % 0,05 petrol konsantrasyonunda
hekzadekana (Cis) kadar olan alkan bilesikleri tespit edilemezken % 0,5 petrol
konsantrasyonunda tridekana (Cy3) kadar olan alkan bilesikleri tespit edilememistir. Bu
sekilde petrol konsantrasyonunun artisiyla ters orantili olarak ortamdan kaldirilan alkan
bilesiklerinin igerdigi karbon sayilarmin azaldigi sOylenebilir. % 0,05 petrol
konsantrasyonunda Cis — Cg3s arasindaki alifatik hidrokarbonlarin kontrol orneklerine
gore biyodegradasyonlart >% 89 dur (Sekil 4.41). Diger taraftan 6zellikle % 0,3 - % 0,5
petrol konsantrasyonu araliginda Ci;g — Cjg arasindaki alkan bilesiklerinin
biyodegradasyon yiizdeleri biiyilk oranda (% 58 - % 46) dismiistiir (Sekil 4.41).
Giinther ve dig. (1996) Lolium perenne L. ekili topraktaki hidrokarbon kaybinin bitkisiz
topraktan ¢ok daha fazla oldugunu bulmustur. Ozellikle rizosfer toprak sisteminde
alifatik hidrokarbonlarin (C;o-Cp4) bitkisiz topraga oranla olduk¢a hizli bir sekilde
ortamdan kaldirildig1 belirtilmistir (Giinther ve dig., 1996). Huang ve dig. (2005) nin
caligmasinda % 5 oraninda petrolle kontamine olmus toprakta fitoremediasyon yontemi

TPH 1 % 55 oraninda azaltmasiin yaninda 6zellikle (C23-34) ve (C34-50) arasinda
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karbon igeren kalict fraksiyonlarin da ortamdan oOnemli Olglide kaldirilmasini
saglamistir. Lin ve Mendelssohn (2008), J. roemerianus ile fitoremediasyon
calismasinda n-alkanlar % 85 ile % 99,8 arasinda ortamdan kaldirilirken bitkisiz
ortamda bu oran % 38 ile % 87 arasindadir. Peng ve dig. (2009) Mirabilis jalapa L. y1
kullandiklar1 petrol fitoremediasyonu c¢alismalarinda 127 giiniin sonunda doymus
hidrokarbon degradasyonunun aromatik fraksiyonlar, asfaltenler ve polar bilesiklerden
olduk¢a yiiksek oldugunu belirtmistir. Doymus hidrokarbon degradasyonu % 60,52-
73,11 ile en yliksek degeri verirken ikinci olarak aromatik fraksiyonlar % 21,61-48,50
arasinda degradasyona ugramistir. Bu calismada laboratuar kosullarinda ham petrolle
kontamine olmus bilyiime ortamlarinda yetistirilen Azolla filiculoides bitkisinin toplam
alifatik hidrokarbonlarin biyodegradasyonlari {izerine olan etkisi % 0,05 - % 0,2 petrol
konsantrasyon araliginda % 94 - % 73 gibi yiiksek degerlere sahipken % 0,3 - % 0,5
petrol konsantrasyonunda % 71 - % 63 arasindadir. Diger bir ifadeyle bitkinin canli
kaldig1 petrol konsantrasyonlarinda (% 0,05, % 0,1, % 0,2) toplam alifatik
hidrokarbonlarin biyodegradasyonlar1 ortalama % 81 iken bitki gelisiminin biiyiik
oranda inhibe edildigi ve yasamini siirdiiremedigi petrol konsantrasyonlarinda (% 0,3,

% 0,4, % 0,5) % 68 dir (Sekil 4.42).

Kromatogramlarda goriilen baskin fitan pikleri n-alkan konsantrasyonlarinin biiyiik
olasilikla % 75-90 oraninda kayboldugunu gosterdigi ifade edilmistir (Brown ve dig.,
1998). Bu galisgmada en baskin pik fitan piki olmamasina ragmen ¢ogu Ornekte fitan
pikleri pristan piklerinden daha baskindir (Sekil 4.22 - 33). % 0,05 - % 0,2 petrol
konsantrasyonu araliginda toplam alkan biyodegradasyonu ortalama % 81 olarak
bulunmustur (Sekil 4.42). Petrol hidrokarbonlarindan alkanlar diger bilesiklere oranla
daha kolay degradasyona ugramaktadir (Zhu ve dig., 2001). Bu sekilde diisiik petrol
konsantrasyonlarinda A.filiculoides bitkisinin alkan biyodegradasyonunda oldukga etkili
oldugu soylenebilir. Taze ham petrol igin Cy7/Pristan, Cig/Fitan oranlarinin tipik olarak
2.0 dan biiyiik oldugu belirtilmektedir (Brown ve dig., 1998). 15. giinde kontrol
orneginin % 0,05 petrol konsantrasyonunda C17/Pr, C18/Ph ve Pr/Ph oranlar sirasiyla
2,34, 2,02 ve 0,29 iken bitki 6rneginin % 0,05 petrol konsantrasyonunda ise sirasiyla
1,74, 1,18 ve 0,24 tiir (Sekil 4.43 ve Tablo 4.4). Orneklere uygulanan petrol
konsantrasyonlar1 arttikca C17/Pr, C18/Ph ve Pr/Ph oranlart da artmistir (Sekil 4.43 —
48 ve Tablo 4.4). Sekil 4.43 — 48 arasindaki sekiller ve Tablo 4.4 incelendiginde, bitki
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orneklerinin Cy17/Pr ve Cig/Ph oranlarmin 6zellikle % 0,05, % 0,1 ve % 0,2 petrol
konsantrasyonlarinda kontrole gore belirgin bir sekilde azaldigi saptanmistir. Pr/Ph
oranlart bitkinin canli kaldig1 petrol konsantrasyonlarinda (% 0,05, % 0,1 ve % 0,2)
kontrolden diisiik degerler sergilerken, anlamli bir diisiis sadece % 0,1 petrol
konsantrasyonunda saptanmistir (Sekil 4.44). Isoprenoid oranlarinin kontrol drneklerine
gore biyodegradasyon yiizdelerine bakildiginda % 0,05 petrol konsantrasyonunda
Cis/Ph % 42 ile yiiksek bir degere sahiptir. Diger taraftan % 0,1 ve % 0,2 petrol
konsantrasyonlarinda C37/Pr ve Cig/Ph oranlarmin kontrole goére biyodegradasyon
yiizdeleri ortalama olarak sirasiyla % 22 ve % 23 tir. % 0,05 ve % 0,1 petrol
konsantrasyonlarinda Pr/Ph isoprenoid oranlarinin biyodegradasyon yiizdesi ortalama %
16 civarindadir. Ham petrolde bulunan pristan ve fitan gibi yapisal olarak kompleks
alkanlar, 4-6 halkali PAH lar, sikloalkanlar, asfaltenler, regineler ve polar bilesiklerin
biyodegradasyonlar1 daha yavastir. Pristan ve fitan biyoremediasyon c¢aligmalarinin
erken evreleri i¢in kullanilan biyomarkirlardir. Petrol biyodegradasyonu kompleks
yapili benzer kaynama noktasi ve ¢oziiniirliige sahip olan bu alkanlarin miktarlarindaki
azalma ile degerlendirilmektedir (Prince, 1993; Bragg ve dig., 1994; Zhu ve dig., 2001).
Bu ¢alismada C;7/Pr, C1g/Ph ve Pr/Ph oranlarindan elde edilen degerler Brown ve dig.
(1998) ve Okoro (2008) nun biyoremediasyon ¢alismalarindan elde edilen verilerle

paralellik gostermektedir.

Forni ve dig. (2002) siilfadimetoksin antibiyotiginin laboratuvar kosullarinda Azolla
filiculoides tarafindan etkin bir sekilde degrade edildigini belirtmistir. Flocco ve dig.
(2002) hidroponik kiiltirde Medicago sativa varliginda fenantrenin yar1 Omriiniin
bitkisiz ortama gore 2.7 kat azaldigini belirtmistir. Ling ve Gao (2004) Amaranthus
tricolor ekili toprakta fenantren kaybinin % 87,85 - % 94,03 olmasina ragmen bitkisiz
toprakta bu kaybin ancak % 2,55 - % 13,66 arasinda oldugunu bulmustur. Gao ve dig.
(2006) piring ve PAH pargalayici bakteriler (Acinetobacter sp.) ile birlikte uyguladiklari
fitoremediasyon caligmasinda fenantrenin 40 giinde % 86 — 87 oraninda kaldirilirken,
kontrol topraginda fenantrenin 80 giinde % 70 — 78 civarinda kaldirildigin1 bulmustur.
Yan ve dig. (2011) bir sualti makrofiti olan Vallisneria spiralis in tatli su sedimentinde
bulunan fenantren konsantrasyonlarina (8,24,40,56 ve 80 mgkg ' kuru sediment) kars:
toleransini ve kaldirma potansiyelini arastirmustir. 80 mgkg ™' kuru sedimente kadar olan

fenantren konsantrasyonlarinda bitki biiylimesi olumsuz bir sekilde etkilenmemistir.
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Bitkili sedimentte fenantrenin kaldirilmasi bitkisiz sedimente oranla % 18 daha fazla
bulunmugtur. Huesemann ve dig. (2009) Zostera marina ile yaptiklari in situ
fitoremediasyon calismasinda aromatik halka sayilarindan ve klorlama derecelerinden
bagimsiz olarak tiim PAH ve PCB lerin bitkili sedimentte bitkisiz kontrollere oranla ¢ok
daha fazla oranda kaldirildigini bulmustur. 60 haftalik deney siiresinin sonunda toplam
PAH bitkili sedimentte % 73 azalirken bitkisiz kontrolde sadece % 25 azalmistir. Wei
ve Pan (2010) Medicago sativa, Brassica campestris ve Trifolium repens bitkilerinin
fenantren ve piren degradasyonunu tesvik ettigini  belirtmistir. Fenantren
biyoremediasyonunda en etkili tiir ise B. campestris olarak bulunmustur. Wild ve dig.
(2005) fenantren ve antrasenle kontamine olmus biiyiime ortamindan misir ve bugday
koklerine bu bilesiklerin alinmasi ve tasinmasmin arastirildigi iki foton uyarmasi
mikroskobu (TPEM) ile yapilan calismada apoplastik tasimanin, kokte taginim igin
baskin yol gibi goriindiigii belirtilmistir. Ayn1 zamanda antrasen degradasyonu direkt
olarak her iki bitki tiirliniin metabolik olarak aktif olgun kok korteks hiicrelerinin hiicre
¢eperlerinde gozlenmistir. Wu ve dig. (2009) arbuskular mikorizal fungus (Glomus
etunicatum L.) varliginin Medicago sativa tarafindan koklerde yiiksek miktarda
fenantren birikimini artirdigint bulmustur. Yine ayni c¢alismada fenantrenin koklere
almiminin apoplastik yolla oldugu vurgulanmistir. Bdylece arbuskular mikorizal
inokiilasyonun kimyasal kompozisyonda degisimler yaratarak fenantrenin kokler
tarafindan emilimi ve almimimin yanisira bitki igerisindeki translokasyonunu da
etkiledigi belirtilmistir. Bu g¢alismada bitkili ortama uygulanan en yiiksek petrol
konsantrasyonunda (% 0,5) bile elde edilen fenantren miktar1 kontrol ortamina
uygulanan % 0,05 petrol konsantrasyonundan elde edilen fenantren miktarindan % 20
daha diisiiktiir (Sekil 4.59 — 4.65). Bitkinin canli kaldigi1 % 0,05, % 0,1 ve % 0,2 petrol
konsantrasyonlarinin kontrol 6rneklerine gore biyodegradasyon yiizdeleri % 81 — 77
arasinda iken bitki populasyonunun ¢ogunlugunun 61digi % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 petrol
konsantrasyonlarinda bu deger % 75 — 71 arasindadir (Sekil 4.66). Fenantren i¢in bu
calismadan elde edilen veriler yapilan diger PAH fitoremediasyon caligmalart ile
paralellik saglamaktadir. Sediment ve tatli sularda PAH larin yarattigi potansiyel
karsinojen risklerin degerlendirilmesi ve bu alanlardaki Kirleticilerin ortamdan
uzaklastirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (Maillacheruvu ve Safaai, 2002). Aromatik
bilesiklerin ve diger organik kirleticilerin remediasyonu oldukca karmasik bir siiregtir.

Bu siire¢ bitki, iligskili olduklar1 mikroorganizmalar ve kirleticinin bitki ve
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mikroorganizmalar tarafindan biyoyararlanimi gibi bir¢ok faktére baglidir. PAH
bilesiginin molekiil agirlhigi ve igerdigi benzen halkasi arttikca degradasyonu
yavaslamaktadir. Fenantren, 4 ve daha fazla halkali PAH bilesiklerine gore daha az
lipofiliktir ve sudaki ¢oziiniirliigi daha fazladir (Haritash ve Kaushik, 2009). Yapilan
calismalardan (Wild ve dig.,2005; Wu ve dig., 2009) fenatrenin koklere apoplastik yolla
alindig1 ve fenatrenle ayni molekiil agirligina sahip {i¢ halkali aromatik hidrokarbon
olan antrasenin kok korteks hiicrelerinde degradasyona ugradigi (Wild ve dig.,2005) da
bilinmektedir. Bu ¢calisgmadan elde edilen verilerle A. filiculoides in fenantren kirliliginin

ortadan kaldirilmasinda etkin olarak kullanilabilecegi sOylenebilir.

Ham petrol kirliliginin ortamdan kaldirilmast icin yapilan fitoremediasyon
calismalarinda temel olarak; bitkiler, bitki ve mikroorganizmalar, bitki ve giibre tarzinda
katkilar, bitki, mikroorganizma ve katki maddelerinin hep birlikte oldugu ¢ok yonlii
stirecler kullanilmaktadir. Genel olarak ham petrol kirliliginin temizlenmesinde bitki
ve/veya diger ortamlarin birlikte kullanildigi alanlardaki degradasyonun bitkisiz
ortamlara oranla daha etkili oldugu sodylenebilir. Sulak alanlarin temizlenmesi sucul
bitki yiizeyleri de dahil olmak iizere kat1 ylizeyleri Orten bakteriyel perifitonu iceren
cesitli ekolojik gruplarin mikrobiyal birlikteliginin katilimiyla gerceklestirilebilir. Sucul
bitkilerin bakteriyel perifitonu olumsuz kosullara karsi toleranslidir ve kirleticilerin
birgogunun doniisiimii ve degradasyonunda yiiksek bir potansiyele sahiptir. Bitkiler
mikroorganizmalara  substrat  desteginin  haricinde, enzimleri araciligi ile
ksenobiyotikleri absorbe ederek, akiimiile ederek ya da doniistiirerek kirlilige karsi
cevap olustururlar. Su bitkilerinin ve mikroorganizmalarin kirleticilere kars1 kararlilig
ve degrade edici aktiviteleri su alanlarinin fitoremediasyonu igin biyoteknolojik
¢ozlimler sunmaktadir (Tumaikina ve dig., 2008). Azolla nin dorsal yaprak kavitelerinde
bulunan simbiyotik birliktelikler azot fikse eden siyanobakteri (Anabaena) ve
heterotrofik bakterilerden olugmaktadir. Yaprak kavitesindeki ve diger bitki dokulari ile
yakin iligkili heterotrofik bakteriler azot fikse etme metabolizmalar1 araciligi ile
simbiyotik birliktelige yarar saglayabilir. Azolla yaprak kavitesinde ve dokularinda
tespit edilen bakteriler, gram-pozitif Arthrobacter ve Rhodococcus tiirleri ile gram-
negatif Agrobacterium, Alcaligenes, Caulobacter ve Pseudomonas tiirleridir (Cohen ve
dig., 2004a). Petrol biyodegradasyon calismalarinda ortama besin eklenmesi, besin
uygulanmamis kontrol Orneklerine gore biyodegradasyonda tipik olarak 3-5 katlik
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artiglar saglamaktadir. Tatli su ve deniz ortamlarinda meydana gelen biiyiik 6lgekli
petrol Kirliliklerinde karbon kaynagi 6nemli 6l¢iide artarken azot ve fosfor genellikle
petrol biyodegradasyonu i¢in sinirlayict faktor haline gelmektedir (Atlas, 1984; Leahy
ve Colwell, 1990; Zhu ve dig., 2001). Teorik olarak 1 g hidrokarbonun hiicre
materyaline dontisiimii i¢in 150 mg N ve 30 mg P gerekmektedir (Rosenberg ve Ron,
1996; Zhu ve dig., 2001). Fitoremediasyon ¢aligmalarinin basarili olabilmesi igin her ne
kadar bitki ve mikroorganizmalarin mutlaka yasamasi gerekli olsa da (White ve dig.,
2006) bu her zaman istenen bir durum olmayabilir. Clinkii tatli su egreltisi olan Azolla

61diigii zaman depoladig1 azotu serbest birakmaktadir (Cohen ve dig., 2004b).

Sonug¢ olarak, tatli su alanlarindaki petrol konsantrasyonunun, Azolla filiculoides
kullanarak yapilacak fitoremediasyon ¢aligmalarinda basarili transplantasyonu kontrol
eden onemli faktorlerden biri oldugu sOylenebilir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler
bitkilerin petrol konsantrasyonlarina verdikleri cevaplarin, degerlendirilen parametreler
g6z Oniline alindiginda iki kisimda incelebilecegini gostermistir. Diisiik ham petrol
konsantrasyonlar1 (% 0,05, % 0,1 ve % 0,2) biiyiime iizerinde ¢ok az etkide bulunurken,
yiiksek petrol konsantrasyonlart (% 0,3, % 0,4 ve % 0,5) bitkilerin kisa zamanda
Oliimiine sebep olmustur (Sekil 4.2, Tablo 4.1). Bitki biiyiime yiizdesi, taze agirlik artisi
ve kok biiylimesinden elde edilen degerler incelendiginde A. filiculoides bitkisinin ham
petrole olan toleransinin % 0,1 - % 0,2 petrol konsantrasyonu aralifinda olabilecegi
sOylenebilir (Sekil 4.2 - 5). Gerek isoprenoid oranlari, gerek alifatik hidrokarbon
miktarlar1 ve gerekse fenantren miktarlarindaki diisiis gbz Oniine alindiginda bitkinin
uygulanan petrol konsantrasyonlarinda 15 giin gibi kisa zaman araliginda etkin bir
sekilde calistigi goriilmektedir. Bitkinin canli kaldigi konsantrasyonlarda (% 0,05, %
0,1 ve % 0,2) alifatik (ortalama % 81) ve aromatik (fenantren, ortalama % 78) bilesik
biyodegradasyonundan elde edilen yiiksek degerler canli bitkinin petrol bilesiklerinin
degradasyonunda daha etkin bir kapasiteye sahip oldugunu gostermistir. Bitki
canliligmin siirdiigii bu konsantrasyonlarda A. filiculoides in iirettigi enzimler aracilig
ile petrol bilesenlerinin degradasyonunu basarip basarmadigi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, rizosferde bulunan mikroorganizmalarla ya da bitki yiizeyinde
bulunan bakteriyal perifitonla olan degradasyon, kok eksudatlarinin stimiile etmesi,
ve/veya bitki enzimleri fitoremediasyon c¢alismalarinda organik bilesiklerin

remediasyonunun artirilmasinda genis bir sekilde kabul goren en temel siireclerdir. Bitki
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Olse bile (% 0,3, % 0,4 ve % 0,5) alifatik (ortalama % 68) ve aromatik (fenantren,
ortalama % 71) bilesikler i¢in yine de biiylik oranda biyodegradasyona sebep oldugu
gorilmistiir. Bilindigi tizere ¢evredeki petrol kirliliginin ortadan kaldirilmasindaki en
onemli mekanizma mikrobiyal degradasyondur ve petrol kirliligi olan alanlarda canli
organizmalar i¢in azot ve fosfor kullanilabilirligi de siirlanmaktadir. Boylece Azolla
filiculoides bitkisinin 6ldiigii petrol konsantrasyonlarinda bile alifatik ve aromatik
bilesiklerin etkili bir sekilde biyodegradasyonlari, bitkinin 6liimii ile agiga ¢ikan azot,
fosfor ve mikro elementlerin bitki iizerinde ya da rizosferde yasayan bakterileri tesvik

etmesiyle olabilecegi sdylenebilir.

Genel olarak bakildiginda ham petrol kirliliginin temizlenmesinde bitki kullaniminin
bitkisiz ortamlara oranla daha etkin degradasyona yol actig1 bilinmektedir. Bir tatl su
egreltisi olan Azolla filiculoides ile yapilan bu g¢alismada 6zellikle yurdumuz piring
tarimi1 agisindan bu bitkinin kullaniminin tesvik edilmesi gerekmektedir. Ayrica organik
kokenli kirliliklerin giderilmesinde kullanilmak iizere sanayi ve tarim bdlgelerine yakin
tatli su alanlarinda biiylimeleri de saglanabilir. Azot fikse eden simbiyotik ortagindan
dolay1 piring tariminda diinya genelinde etkin bir sekilde kullanilan A. filiculoides diisiik
konsantrasyonlardaki petrol kirliliginin temizlenmesinde etkin bir cevap vermistir.
Bundan sonraki c¢alismalarda bu bitkiye PAH bilesikleri ayr1 ayri uygulanarak bu
bilesiklerin  bitki iizerindeki biyokimyasal etkileri, fitoremediasyonlar1 ve
degradasyonlar1 arastirilabilir, ayrica bitki lizerinde yasayan bakteriler belirlenerek bu

bakterilerin petrol degradasyonu tizerindeki etkileri incelenebilir.
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