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Bu calismada rafineri atik sularindan izole edilen mikroorganizmalar ile
biyosiirfektan eldesi ve hidrokarbon degredasyonu calisilmistir. izolasyon sonrasinda
mikroorganizmalar  Pseudomonas  aeruginosa,  Pseudomonas  fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia olarak tanimlanmistir. Biyosiirfektan
dretiminin belirlenmesi amaciyla ‘“drop-collapse” ydntemi uygulanmis ve tiim
izolatlarmm biyosiirfektan sentezleme oOzelligine sahip oldugu belirlenmistir.
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve
Burkholderia cepacia tarafindan iiretilen biyosiirfektan maddeler sirasi ile BS-1, BS-
11, BS-III ve BS-IV olarak kodlanmistir. Izolatlar tarafindan iiretilen biyosiirfektan

miktar1 fenol-siilfirik asit yontemi ile belirlenmistir ve MSM Kkiiltiir ortaminda BS-I,



BS-II, BS-III, BS-IV biyosiirfektanlar1 i¢in sirasi ile 843, 623, 741 ve 559 mg/L
iretim kapasitesine ulasilmistir. Biyosiirfektan {iretiminde optimum kosullar
belirlemek i¢in pH, karbon kaynagi, azot kaynagi ve EDTA varligmin biyosiirfektan
iretimi iizerine etkisi incelenmistir. Belirlenen optimum kosullarla modifiye edilen
rafineri atik su Ornekleri biyosiirfektan iiretiminde temel besiyeri olarak
kullanilmistir. Izolatlar tarafindan {iretilen BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV
biyosiirfektanlarinin yapist FTIR analizi, protein, karbonhidrat ve lipid testleri ile
ozellikleri ise ylizey gerilimi, emiilsiyon testi, antimikrobiyal ve hemoliz aktivite
testleri ile incelenmistir. Izolatlardan biyosiirfektan eldesi ve karakterizasyonu
calismalarinin tamamlanmas1 sonrasinda tiim izolatlar rafineri atik sular1 ile 10 giin
35°C’de inkiibe edilmis ve belirli zaman araliklarinda alman orneklerde
biyosiirfektan tiretimi ve hidrokarbon degredasyonu arastirilmistir. Kiiltiirasyon
siiresi sonunda BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV i¢in swras1 ile 712, 536, 448 ve 356
mg/L’lik iiretim kapasitesine ulagilmistir. Rafineri atik su igeriginde bulunan total
hidrokarbonun ise  Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas  fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia tarafindan %79.2, %54.0, %69.5
ve %40.2 oranlarinda degrade oldugu belirlenmistir.

Bu calismada izole edilen mikroorganizmalar tarafindan biyosiirfektan elde
edilmesi ve ayni1 zamanda poliaromatik hidrokarbon iceren atik sularin aritilmasi
sadece bilimsel gelisme agisindan degil endiistriyel uygulanabilirlik agisindan da
oldukca Onemli bir sonuctur. Hidrokarbon parcalama yetenegine sahip
mikroorganizmalarin, hidrokarbon ile kontamine olmus ortamlara ekilmelersi,
ekosistem dengelerinin yeniden kurulmasina biiyiik katkilar saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler : Rafineri Atik Sulari, Poliaromatik Hidrokarbon, Biyosiirfektan,

Mikrobiyal degredasyon



ABSTRACT

BIOSURFACTANT PRODUCTION AND INVESTIGATION OF
HYDROCARBON DEGREDATION WITH MICROORGANISMS ISOLATED

FROM REFINERY WASTEWATERS

YALCIN, Emine
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor : Assoc. Prof. Aysun ERGENE

October 2008, 136 pages

In this study, biosurfactant production and hydrocarbon degredation
efficiency of microorganisms isolated from refinery wastewaters were studied.
Isolated strains were identified as Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida and Burkholderia cepacia. In order to determine
the biosurfactant production, the “drop-collapse” method was applied and it was
determined that all tested microorganisms were able to produce biosurfactant.
Biosurfactants produced by Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida and Burkholderia cepacia were coded as BS-I, BS-11, BS-III
and BS-1V, respectively. Biosurfactant amount produced by isolates were quantified

by phenol-sulfiric acid method and production capacity of BS-1, BS-II, BS-III, BS-



IV were determined as 843, 623, 741, 559 mg/L, respectively. In order to determine
the optimum conditions of biosurfactant production, the effects of pH, carbon source,
nitrogen source and EDTA on biosurfactant production were investigated. Refinery
wastewaters were modified with determined optimum parameters and used as basal
medium for biosurfactant production. The structure of biosurfactants was
investigated with FTIR, protein, carbohydrate, lipid analysis and the properties were
analyzed with surface tension, emulsion, antimicrobial and hemolysis tests. After
completion of biosurfactant production and characterization studies, isolates were
incubated with refinery wastewaters at 35°C for 10 days then the biosurfactant
production and hydrocarbon degredation were investigated with samples collected at
defined time intervals. At the end of the incubation period, the production capacity of
BS-I, BS-II, BS-III and BS-1V were 712, 536, 448 and 356 mg/L, respectively. Total
hydrocarbon degredation in refinery wastewaters by Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida and Burkholderia cepacia was
determined as 79.2%, 54.0%, 69.5% and 40.2%, respectively.

The biosurfactant production and purification of wastewasters containing
polycyclic aromatic hydrocarbons by using microorganisms isolated in this study is a
fairly important result not only in the scientific development but also in the industrial
feasibility. Microorganism inoculation into hydrocarbon contaminated areas which

posses hydrocarbon degredation ability, asist in reconstruction of ecosystem balance.

Key Words: Refinery wastewater, Polyaromatic hydrocarbon, Biosurfactant,

Microbial Degredation
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1. GIRiS

Bas dondiiriicii bir hizla artan sanayi, teknolojideki gelismeler, hizli niifus artis1
ve buna paralel olarak dogal kaynaklarin hizla tiilkenmesi sonucu olusan ¢evre kirliligi,
ilkemiz ve diinya gilindeminin ¢6ziim bekleyen en Onemli problemlerindendir.
Cagdas yasamin bir sonucu olarak ortaya cikan kirlilik, giiniimiizde {izerinde en ¢ok
durulan ancak en az ¢oziim getirilebilen konulardan birisidir. 16. yiizy1l sonrasinda
tipta, endiistride ve tarimda gorilen gelismeler endiistride daha cok {iretim
zorunluluguna yol agmis, daha ¢ok iiretim ise daha c¢ok artik ve atik olusmasina neden
olmustur. Ozellikle 1970' li yillarda, teknolojideki gelismelere bagl olarak iiretimde
ve tiiketimde goriilen bas dondiirticii artiglar ekolojik dengede ciddi bozulmalara yol
acmistir. Plansiz endiistrilesme, sagliksiz kentlesme, niikleer denemeler, bdlgesel
savaglar, verimi artrmak amaciyla tarimda kimyasal maddelerin bilingsizce
kullanilmasi, gerekli ¢evresel onlemler alinmadan ve aritma tesisleri kurulmadan

yogun iiretime gegen sanayi tesisleri ¢evre kirliligini tehlikeli boyutlara ¢ikarmustir'!”

3)

Endiistride hammaddeler belirli bir amaca gore islenirken bazi1 maddeler de atik
olarak ortamda kalmaktadir. Bu tiir atiklarm hava, toprak ve su gibi alic1 ortamlara
aktarilmast cevre kirliligine neden olmaktadir ve tiim canlilar1 olumsuz yonde
etkilemektedir. Endiistriyel atiklarin yok edilmeleri ya da kirlilik yiiklerinin
azaltilmast bu problemlerin ¢6ziimiinde uygulanan primer basamaklardir. Ancak
ekonomik yonden degerlendirilmeleri en uygun ¢o6ziim yolu oldugundan, cesitli

degerlendirme sekilleri son yillarda biiylik 6nem kazanmustir.



Petrol ve petrol tiirevleri, kullanim esnasindaki hatalar ve ihmaller sonucunda
cevreye bulasan, sucul ve karasal ekosistemlerde uzun siire kalabilen cevresel
bilesiklerdir. Diinyada, ¢ogu antropojenik kaynaklardan olmak iizere yilda, 1.7-8.8
milyon metre ton petrol iiretildigi ve bunun 6nemli bir miktarinin da zararli olarak

gevreye dondiigii bilinmektedir**

. Hidrokarbon yapidaki bu tiir bilesiklerin
cevreden uzaklastirilmas1  fotooksidasyon ve kimyasal oksidasyon @ ile
saglanabilmektedir. Fakat, biyolojik degredasyon ve transformasyon bu tiir
bilesiklerin dogadan temizlenmesinde yaygin olarak tercih edilmektedir. Petrol ya da
petrol tilirevleri gibi hidrokarbon yapidaki bilesiklerin dogal mikroorganizma
populasyonlar1 tarafindan biyolojik olarak parcalanmalari, petrol ve diger
hidrokarbon kirliliklerinin  giderilmesinde primer mekanizmadir. Fakat bu
mekanizmada petrol ve tiirevleri gibi hidrofobik bilesiklerin suda ¢ozlniirligl diisiik
oldugundan biyolojik degredasyon ve transformasyon kisitlanmaktadir'®”.
Mikroorganizmalar tarafindan iretilerek ekstraselliiler olarak ortama salinan
biyosiirfektanlar, hidrokarbon ve su arasindaki yiizey gerilimini indirgeyerek ve
hidrokarbonlarin  periplazmik yilizeye penetrasyonunu arttirarak mikrobiyal
degredasyonu kolaylastirmaktadir. Bu tiir 6zelliklerinden dolay1 biyosiirfektanlar,
ticari amacla ¢ok cesitli endiistrilerde kullanim alan1 bulmaktadir. Ozellikle makine
sanayi ve motor yaglar1 endiistrisinde, ¢evre biyoteknolojisinde, gida endiistrisinde
ve kozmetik sanayide yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Biyosiirfektanlar sentetik
siirfektanlara kiyasla sahip oldugu avantajlar ile fermentasyon teknolojisinde de 6n
plana ¢ikmaktadir. Sentetik siirfektanlardan farkl yiizey aktif 6zellikler gdstermeleri,
non-toksik ve biyolojik olarak parcalanabilir 6zellikte olmalar1 sunduklar1 bazi

avantajlardandir. Hidrokarbon kirliliginin giderilmesi islemlerinde kimyasal ajanlar

yerine biyolojik olarak pargalanabilen biyosiirfektanlarin kullanilmas: ile ortaya



cikabilecek yan {iriinlerin olusturacagi sekonder kirliligin de Oniline gecilmis

olacaktir™®.

Petrol ve petrol tiirevleri ile kontamine olmus ortamlarda dogal olarak bulunan
ve bu ortamlardan izole edilen bakterilerin, hidrokarbon ile kontamine olmus
ortamlara aktarilmalari, ekosistem dengelerinin yeniden kurulmasima biiytik katkilar
saglayacaktir. Ayrica, petrol ve petrol tiirevlerini pargalama 6zelligi ile ilgili plazmid
veya gen fragmentlerinin baska bakterilere aktarilmasi, ¢evrenin daha kisa siirede
temizlenmesi ic¢in, ¢evreci fenotipik karakterlere sahip yeni mikroorganizmalarin
ortaya ¢ikmasma da katkida bulunacaktir. Rekombinant DNA teknolojisinin biiyiik
nimetleri olarak petrol yiyen bakterilerin gelistirilmeleri, uygulamali ¢cevre bilimleri

ve ¢evrenin hidrokarbonlardan temizlenmesi yoniinden de oldukca 6nemlidir”.

1.1. Kaynak Ozetleri

Gelisen ve degisen diinyada, insanlarin temel ihtiyaglarmnin biiyiik bir kismi
sanayinin UrettigZi mal ve hizmetlerle saglanmaktadir. Bu sanayi drlinleri ve
hizmetleri modern ve ¢agdas hayat standartlarinin maddi tabanini olusturmaktadir.
Bu sebeplerle biitiin toplumlar gelisen ¢aga gore degisen ihtiyaglarmi
karsilayabilmek i¢in sanayilesmeyi ulasilmasi gereken hedef olarak kabul etmislerdir.
Sanayi bir yandan, dogal kaynaklar1 kullanarak {iriin verirken, diger yandan da ¢evre
kirliligine sebep olmaktadir'®?). Cevre kirlenmesine sebep olan ve ayni zamanda bir
iilke ekonomisinin temelini olusturan sektdrleri;

1. Sanayi Sektorti,
i1. Enerji Sektorti,

111. Madencilik Sektori,



1v. Tarim Sektorii,
v. Yerlesim Alanlar1 ve Altyapi, Ulagim Sektorti,
vii. Turizm Sektori

seklinde siralamak miimkiindiir®*”.

1.1.1. Sanayi Sektorii ve Endiistriyel Kirlenme

Sanayilesmenin g¢evre ilizerindeki olumsuz etkisi, endiistriyel islemler sonrasi
olusan atiklarin alici ortamlara birakilmasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Sanayilesme
siirecini devam ettiren iilkelerde ucuz iiretim amaci ile ucuz yakit kullanilmakta,
iretim geregi ortaya ¢ikan artiklar dogrudan alici kaynaklara verilmektedir. Tim
diinya {ilkelerinde oldugu gibi lilkemizde de endiistriyel alandaki yatirimlar giderek
artmakta; gelisen endiistriyel etkinliklere ve evlerden olusan atiklara bagli olarak
doganin dengesi bozulmakta, boylece Onemli c¢evresel sorunlar olusarak insan
yasamini olumsuz etkilemektedir. Endiistriyel kirlenme, gerek karsilasilan kirlenme
sorunlarmin ¢ok cesitli olmas1 gerekse doganin korunmasi ve bu amagla almacak
Oonlemlerin dengesi yiliziinden en karmasik kirlenme seklini olusturmaktadir.
Endiistriyel atik sularin higbir islem uygulanmadan alici su ortamlarmna atilmasi
bugiin gelisen diinyanin en tehlikeli ve dnemli sorunlarindan birisidir. Ulkemizde ise
20. yiizyilin ortalarinda baslayan ve giderek hizlanan endiistrilesme siirecinde,
ozellikle gida, tekstil, kimya ve petrokimya gibi sektorler bu sorunlarin olusmasinda

6ne ¢ikmaktadir®™,

Temel hammaddeleri ekonomide, iiretimden tliketime kadar pek ¢ok sektorde

kullanilan petrol ve {iriinleri, nafta, gazyagi gibi rafineri liriinleri veya dogalgaz olan



rafineri ve petrokimya endiistrisini genis kapsamli bir sanayi olarak goérmek

miimkiindiir ',

1.1.2. Rafineri ve Petrokimya Sanayi

Petrol rafinerileri; ¢ok farkli nitelikteki kati, sivi ve gaz halindeki atik ve
artiklartyla g¢evreyi kirleten onemli sektorlerden birisidir. Petrol rafinerilerinin
driinleri gasolin, kerosen, asfalt, insektisitler, dizel yakit1 (mazot) ve sanayi yakitlar
olarak da bilinen fuel oiller, madeni yaglar gibi maddelerdir. Ekonomide iiretimden
tikketime kadar pek ¢ok sektorde kullanilan petrol ve iiriinleri, tilke enerji ihtiyacinin
cok Onemli bir kismmi karsilamaktadir. Tirkiye’de dordii kamuya ve biri 6zel
sektore ait olmak tizere 2000 yili sonu itibariyle bes adet ham petrol rafinerisi
bulunmaktadir (Cizelge 1.1). ilk rafinerimiz 1955 yilinda Batman’da kurulmustur.
Mevcut bes tesisin dordii (Kirikkale, Batman, Izmit ve Izmir rafinerileriy TUPRAS
Genel Miidiirliigii’ne ait olup, Tirkiye’de toplam rafineri kapasitesinin %85’ini1

olusturmaktadir®'?.

Cizelge 1.1. Tiirkiye rafinerileri ve kapasiteleri®'?

Uygulama Alani Kapasite Milyon Ton/Y1l
Kirikkale Rafinerisi 5.0
Batman Rafinerisi 1.1

Atas Rafinerisi 4.4

Izmit Rafinerisi 11.5

[zmir Rafinerisi 10.0
Toplam 32.0




Denizlerde yasanan petrol kirliligi, denetimsiz petrol tasimaciligi, petrol ve
kimya tesislerinin yetersiz olan aritmalarindan bosalan atiklardan kaynaklanmaktadir.
Diinyada petrol tagmmacilig1 siklikla deniz yolu ile yapilmaktadir ve bazi petrol
kazalar1 okyanusun ve kiyillarm belirgin bir sekilde zarar gormesi ile
sonuglanmaktadir. Ulkemizde gemiler yoluyla deniz kirlenmesi Izmit Korfezi,
Canakkale, istanbul Bogazlar1 ve Bat1 Marmara’da yaygin bir sekilde goriilmektedir.
Diinyada {iretilen toplam petroliin yaklasik 9%0.08-0.4’liikk bir kismi okyanuslara
yayllmaktadir. Gemilerden, deniz yataginda yapilan petrol arama ve c¢ikarma
calismalarindan, kaza sonucu ortama sagilma ve nehirlerde tasmman petrolden dolay1

diinyada 2-28 milyon ton/yil petrol iiriinii denizlere dokiilmektedir®' "',

1.1.3. Petrol ve Petrol Tiirevleri

Ulastirma, sanayi, enerji, konut ve tarim alanlarinda yogun olarak kullanilan
petrol, adim1 Yunanca-Latincede tas anlamina gelen “petra” ile yag anlamina gelen
“oleum” sozciiklerinden almaktadir. Petrol siv1 halinde genellikle kahverengi, koyu
yesil veya siyah renkte, suda erimeyen ve su ile ¢ok az miktarda karigabilen
hidrokarbon yapida yapiskan ve yanici bir sividir. Petrol yaklasik olarak %85
karbon, %12 hidrojen, %3’lilk oksijen, azot ve siilfiir igeren organik bir
hidrokarbondur ve metan, etan, propan, biitan gibi bir takim hidrokarbonlarin
karisimmdan meydana gelmistir. Farkli kimyasal bilesimlere sahip hidrokarbonlar,

farkli petrol tiplerini meydana getirmektedir' >,

Petrol, deniz hayvanlari, bitkiler ve plankton tipi organizma c¢dkeltilerinin,

deniz dibinde, kum i¢inde yavas yavas mayalanmasindan olugsmakta ve zamanla yer



bilim tabakalarmin kaymasi sonucunda bu hammadde, yerini karmagik bir karbon-
hidrojen karisimina birakmaktadir. Bu karigim, sivi haldeyken petrolii, gaz haldeyken
dogal gazi olusturmaktadir. Milyonlarca yil boyunca yer kabugunun gegirdigi
sarsintilar, petroliin dogdugu deniz kayaclarindan disar1 ¢ikmasma yol agmus,
boylece komsu kayaglara sizdiktan sonra agik havaya ulasan petrol sizintilari, bitiim
ortiileri olusturmustur. Ama genellikle, gecirimsiz sert kayaglarla karsilasarak, alttaki
tabakalara sizip kararli bir hal almis ve yogunluk sirasina gore yayilmis, boylece,
siinger gibi gozenekli kayaglar i¢cine yerleserek, petrol yataklarinin dogmasina yol
acmistir. Petrol yataklarindan ¢ikan ham petrol, rafinerilerde elde edilen iirtinlerden
(akaryakit, yag) ¢ok farkli yapidadir™'>. Ham petrol hidrojen karbiiriin karisimidir
ve ¢ok biiylik molekiillerden olusan agir hidrojen karbiirler, bitiim ya da parafin gibi
asag1 yukar1 kat1 olan maddeleri vermektedir. Daha kiiciik molekiillerden olusanlar
hidrojen karbiirler ise gazlar1 vermektedir. Dolayisiyla, ham petroliin, katki
maddelerinden armndirildiktan sonra, ¢esitli hidrojen karbiirlere ayristirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, ham petrol 40-60 metre yiikseklikteki kulelerde kismi
damitmadan gegirilmektedir. Kulelerin ¢esitli katlarinda gazlar (propan ya da biitan),
renksiz benzin, hafifce sar1 renkte kerosen ya da gaz yagi, daha koyu sar1 mazot elde
edilmektedir. Bu yolla, ¢agdas diinya ve sanayi i¢in vazgecilmez olan triinler elde

edilmektedir>1).

Plastikler, boyalar ve kozmetik gibi bir¢ok kimyasal {iriinlin hammaddesi olan
petrol kokenli iirtinler, giinliik hayatta ve endiistride yaygim bir sekilde kullanilan en
onemli enerji kaynaklaridir. Ham petroliin rafine edilmesi ile daha degerli {iriinler
elde edilmektedir. Bunlar, iiretim sirasiyla, rafineri yakit gazi, sivilastirilmis petrol
gaz1 (LPQG), nafta, normal benzin, siiper benzin, kursunsuz benzin, solvent, jet yakiti,

gazyagl, motorin, kalorifer yakiti, fuel oil, asfalt, madeni yag ve digerleridir. Ham



petroliin aritimi ile parfim ve bocek ilaclar1 gibi g¢esitli ikincil riinler de elde
edilmektedir. Ayrica, bu iriinlerin bir kismi petrokimya sanayilerinde girdi veya
destek iirlin olarak da kullanilmaktadir. Temel petrokimya friinleri etil, propilen,
benzen, amonyak, metanol olarak sayilsa da, 4000’in iizerinde petrokimya {riini
bulunmaktadir. Patlamali motorlarda benzin, tepkimeli ugaklarda 1s1l giicii fazla olan
kerosen, yanmali motorlarda ise gazyag: yakit olarak kullanilmaktadir. ik damitma
kalintis1 olan mazot, onemli bir yakittir ve ¢ogu durumda taskomiiriiniin yerini
almistir'">'?). Petrol tiirevi olan yaglar mekanik yaglamada kullanilirken, parafinden
kagit Uretiminde yararlanilmaktadir. Vazelin, pomatlarin bilesimine girmektedir.
Katran tortusunun yiiksek sicaklikta yiikseltgenmesiyle elde edilen bitiim ya da asfalt,
su gecirmez yol kaplamalarmin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Petrol, kimya
sanayisinin bir dali olan petrokimya i¢in de 6nemli bir hammadde kaynagidir. Ayrica
gilinlimiizde petrokimya sanayinin tiriinleri olarak yapay lif, giibre, kozmetik iirtinleri,
filmler, plakalar, besin maddeleri, plastik, sentetik kauguk ve deterjan gibi 80.000
farkli iirlin elde edilmektedir. Petroliin biitiin tiirevleri giinlimiizde biiylik 6nem
tasimaktadirlar ve her {iriiniin ya da yan iriiniin bir kullanim alan1 vardir ve bu

alanlar giin gectik¢e artmaktadir®'”.

1.1.4. Petrol Kirliligi

Ugruna yillarca savaslarin yapildig1 petrol ve tiirevlerinin ¢evreye dokiilmeleri,
cevre kirliligi olusturmalar1 yoniinden de bu maddeleri diinya giindeminde oncelikli
hale getirmistir. Petrol kirliligi petrol kazalari, fosil yakitlarin tamamen yanmadan
atilmalar1 ve petrol rafinerisi atiklari ile olusmaktadir. Petrol ve tiirevleri sucul ve

karasal ekosistemlerde uzun siire kalabilen cevresel bilesikler simifindandirlar'®.



Petrol igerisinde poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) olarak adlandirilan pek g¢ok
madde bulunmaktadir ve PAH’larmm 16 adedi Environmental Protection Agengy-
Birlesik Devletler Cevre Koruma Kurulusu (EPA) tarafindan oncelikli kirleticiler
listesine alinmistir. Bu maddeler, dogal su ortamlarina bulasarak burada yasayan
canlilarda birikmekte ve kanserojenik/mutajenik etkilere yol agmaktadir. Denizlerde
fitoplanktonlar ile baslayan besin zincirine giren PAH Kkirleticileri besin zinciri

boyunca artarak insana ulasmaktadur'*'®.

PAH’larin denizlere ve tatl su ortamlarma baslica giris yollari; biyosentez,
fosil yakitlarin su ortamlarina dokiilmesi ve sizintisi, evsel ve endiistriyel atiklarin
desarji ve atmosferik partikiillerin c¢okelmesi ve yiizey akist olarak
siralanabilmektedir. Petrol deniz ortamina dokiildiigiinde bilesimindeki hafif ve
cabuk buharlasabilen yapilar hizli bir sekilde atmosfere yayilmakta ve geride sudan
daha agwr olan katranimsi kisimlar kalmaktadir. Tiirbiilans, dalga ve akinti
hareketleriyle calkant:1 olan ylizey kisimlarda degisik kalinliklarda yag/su
siispansiyonlar1 olusmaktadir. Yiizeyden kopan bilesikler su kiitlesinde kismen
coziinmekte, coziinmeyecek kadar agir kisimlar ise kiiresel bi¢imlerini koruyarak
dibe ¢okmektedirler. Cokelme sirasinda bu kiireler birleserek agirlikca biiylimekte ve
‘tar-ball’ denilen yapilar1 olusturmaktadir. Tar-ball kiireleri dip akintilariyla hareket
ederek, kum veya sedimentleri kaplamakta, dalga hareketleriyle kiyilara kadar
ulagarak sahillerin ve deniz tasitlarmin kirlenmesine neden olmaktadir. Kisaca,
denize dokiilen ham petrolin %151 buharlasarak atmosfere, %16's1 suya
karismaktadir, %22'si biyolojik olarak ¢oziinmektedir, %3"i a¢ik denizlerde toplu
olarak kalmakta, %15'1 kiylya vurmakta ve %28'i su dibine ¢okmektedir (Sekil 1.1).
Deniz ve kiy1 seritlerde olusan bu tiir kirliliklerin giderilmesi sucul ekosistemin

devamu icin sarttir*?.
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Sekil 1.1. Petrol dokiilmeleri ile deniz ortaminda olusan prosesler®”

1.1.5. Tiirkiye Denizlerinde Petrol Kirliligi

Tiirkiye’yi ¢evreleyen 4515 deniz mili uzunluktaki kiy1 seridine sahip
denizlerimizdeki kirlenme, niifus patlamasi ve oOzellikle de endiistriyel gelismeye
paralel olarak belirginlesirken, son yillarda karsilagilan dis kdkenli girisimlerle, ciddi
boyutlara ulasmistir. Bu gelismelerin gozlenebilen sonuglari, Tiirkiye’yi ¢evreleyen
denizlerin oseanografik Ozellikleri ve petrol kirliliginin birikim niteligi kirlenmeyi
daha da ileri boyutlara tasimaktadir. Dogal savunma mekanizmalari, belirli bir sinir
icerisinde bu tiir kirliliklerin olumsuz etkilerini 6nleyebilmektedir. Fakat ekosistemin
var olan dengelerini bozmaya yonelik girisimler bu tiir savunma mekanizmalarinin

isleyisinde aksamalara neden olmaktadir. Bununla birlikte, antropojenik islevler
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sonucu ortaya ¢ikan kirlilik dogal savunma mekanizmalarmin da etkisiz kalmasi

- 22,2
sonucunu dogurmaktadir®**?.

Tiirkiye’nin ekonomik kalkinmasinda temel ihtiyaclar arasinda yer alan enerji
kaynaklar1 igerisinde petrol, glinlimiizde yerini ve 6nemini korumakta ve gelecekte
de bunu siirdiirecegi beklenmektedir. Denizlerimizde goriilen petrol ve tiirevleri
kaynakli kirlilikler petrol rafineri atiklar1 ve gemi kazalar1 sonucunda ortama yayilma
ve sacilma seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Petrokimya sanayindeki gelismeler kara,
hava ve denizlerde kirlilik miktar ve c¢esidini artwrmustir. Bu artis ile dogal
kaynaklardan faydalanma olanagi azalmis veya yok olmustur. Sonug¢ olarak; petrol
rafinerileri ve petrokimya tesisleri ¢ok farkli nitelikteki kati, sivi ve gaz halindeki
kimyasal atik ve artiklariyla ¢evreyi kirleten en 6nemli endiistri kollarindan birisidir.
Ancak son teknolojilerin uygulandigi modern aritma tesislerinin kurulmasi ve dogru
isletilmesi halinde her tiirlii kirleticiler en alt seviyeye diisiiriilebilmektedir®' 2.
Globallesen diinyamizda {ilkeler ve kitalararasi ulasimin 6nemi gittikge artmakta ve
daha ucuz olmasi nedeni ile tercih sebebi olan deniz tasimaciligi bir¢ok sorunu da
beraberinde getirmektedir. Bu sorunlardan biri ve en 6nemlisi deniz tasimaciligi
sonucunda olusan deniz kirliligidir. Giiniimiizde biiylik boyutlara ulasan deniz
kirlenmesi sorunu, denizci iilkelerle birlikte Tiirkiye’de ¢6ziim bekleyen dnemli bir
konu haline gelmistir. Marmara Denizi’nin {iizerindeki Bogazlar, Karadeniz
Ulkeleri’nin ve Rus petroliiniin Akdeniz’e agildif1 giizergah iizerindedir. Tasman
tehlikeli maddelerin %70’ini ham petrol, %26’ sm1 petrol iriinleri, %4’ iinii ise
stvilastirilmis gazlar ve kimyasal tiriinler olusturmaktadir. Tiirk Bogazlari’ndan gegis
yapan gerek gemi tonajlarinda gerekse de yabanci bandirali gemi sayisinda biiyiik
artislar yasanmis olup, ortalama olarak Istanbul Bogazindan yilda 50.000° in

iizerinde gemi gecis yapmaktadir®?. Alinmayan dnlemler ve dikkatsizlik sonucunda
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son on yilda yaklasik 62 deniz kazasi olmus ve bu kazalar sonucunda 6nemli oranda
cevre ve deniz kirliligi meydana gelmistir. Kaza ile dokiilme ve dogal sizma, su
ortamlarina PAH’larin miktarsal olarak 6nemli bir girisini gostermektedir. Deniz
ulagim1 ve deniz kazalar1 sonucunda olusan kirlenmeleri onleyebilmek i¢in her tiirli
onlem, miidahele ve kontrol konularindaki eksikliklerini giderecek diizenlemelerin

siiratle hayata gegirilmeleri biiyiikk 6nem tasimaktadir®>".

1.1.6. Petrol ve Tiirevlerinin Sucul Ortamda Birikimi ve Yarattig1 Etkiler

Deniz suyunda meydana gelen petrol kirliligi su igerisinde ¢oziinmiis, partikiil
fazinda birikim, su ylizeyinde olusan filmler ve ylizer katranlar olmak iizere farkli
sekillerde etkiler olusturmaktadir. Deniz suyu Kkiitlesindeki birikimler ylizeyde
yogunluk gostermekte ve derinlere gidildik¢e yogunlugu diismekte, 2000 m ve daha
fazla derinliklerde ise yok denecek kadar azalmaktadwr. Bu bilesikler sudaki
cOziintirliikleri oldukca diisiik olduklarindan partikiillere ve sedimanlara oldukca
kuvvetli bir sekilde absorbe olmaktadir. Sucul ortamdaki birikimler hidrokarbonlarin

karbon sayisina bagli olarak degismektedir®®.

Deniz ortaminda ¢ok yaygin olan petrol kirlenmesi ve bunun sonucu ortaya
cikan bilesikler, ekosistem igerisindeki tliim organizmalari 6nemli derecede
etkilemektedir. Yapilan arastrmalar, kirlenmenin ileri boyutlara ulastigi kiy1
bolgelerinde yasayan canlilarda hidrokarbonlarin 6nemli oranlarda biriktigini, agik
denizlerde ise canlilardaki birikime diisiik oranlarda rastlandigini ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, deniz suyunda diisiik oranlardaki hidrokarbon birikimi,
biyoakiimiilasyon sonucu, sucul organizmalarda besin zinciri yolu ile canli

organizmalarda birikime ugramasindan dolayr yiiksek oranlara ulagabilmektedir.
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PAH’lar sudaki canlilarin biinyelerinde kolayca birikerek (akiimiilasyon) canli
blinyesinde su ortamindan daha yiiksek seviyelere ulasirlar. Poliaromatik
hidrokarbonlarin suda ¢oOziliniirliiklerinin diisiik olmasindan dolayr dogrudan
sedimentte ve organizma dokularinda birikmelerinden dolayi, su ekosisteminde
PAH’lar genellikle sedimentte en yiiksek miktardadir, su canlilarinda ise orta

seviyelerdedir®*.

Hidrokarbon yapidaki petrol ve tiirevlerinin diisiik ¢oziiniirliikte olmasi bu tiir
bilesiklerin genellikle yiizeyde kalmasini saglamaktadir. Bu nedenle ylizey
tabakalarindaki organizmalar daha ¢ok ve daha hizli bir sekilde etkilenmektedir.
Petrol tabakalarmin yiizeyde birikmesi 151k gecirgenligi, fotooksidayon ve
buharlagsma gibi cesitli mekanizmalarda aksamalara neden olmaktadir. Derinlerde
yasayan canlilar da bu mekanizmalarin aksamasi nedeniyle dolayli olarak ve su
siitunu igerisinde dispersiyon ve emiilsiyon halindeki fazlardan direkt olarak

etkilenmektedirler®!?%.

Petrol kirlenmesinin sucul ekosistemdeki ilk etkileri baliklarda goze
carpmaktadir ve farkli balik tiirlerindeki etkisi olduk¢a degisik olabilmektedir.
Genellikle en sik gdzlenen etkiler, solungaglara petrol bulagsmasi sonucu solunumun
engellenmesi ve yutma nedeni ile petrol igerisinde bulunan toksik bilesiklerin
almmasidir. Petroliin yogun olarak yayildigi alanlarda baliklarda daha c¢ok akut
etkiler gozlenirken beslenme, hareket ve iireme gibi fizyolojik islevlerde ve tat, koku,
renk gibi ekonomik degerde de kronik etkiler olusabilmektedir. Baz1 arastirmacilar
sudaki petrol {iriinlerinin fitoplanktonlarda diisiik seviyelerde fotosentezi stimiile
ettigini, buna karsin orta seviyelerde bulundugunda fotosentezi yavaslattigini ve daha

(24,25)

yiiksek yogunluklarda ise tiimii ile durdurdugunu gostermislerdir . Petrol
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trinlerinin deniz canlilar1 {izerindeki direkt oldiirticii toksik etkisi, doku ve
hiicrelerde birikim ve fizyolojik faaliyetlerin etkilenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Rafine edilmis petrol tiriinleri esit miktardaki ham petrole oranla ¢ok daha toksikdir.
Diisitk molekiillii parafinik hidrokarbonlar canlilarda narkoz etkisi yapmaktadir.
Ancak biitlin bu etkiler petrol tiiriiniin yapisina, ¢ozlniirliigline ve etkiledigi canh
tirdi ile ortam sartlarma gore degismektedir. En fazla etkilenme ise kendilerini
zemine yapistirarak yasamlarini siirdiiren, yer degistirme yetenekleri olmayan sesil
tiirlerde goriilmektedir. Ozellikle zemine gdmiilii olarak yasamlarini siirdiiren midye
ve istiridye gibi tiirler petrol kirlenmesine karsi en duyarh olanlardir. Midye gibi ¢ift
kabuklular ve balik tiirleri 5-50 ppm ve Gastropodlar ile algler 10-100 ppm oranma
duyarlidirlar®*”. Midyeler yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli besin maddelerini deniz
suyunu filtreleyerek bulunduklar1 ortamdan almalarindan dolayr poliaromatik
hidrokarbonlar midye biinyesine beslenme yoluyla girebilmektedir ve cesitli
akut/kronik etkilere sebep olmaktadir. Ayrica bu tiirler tas, demir, ahsap gibi sert
cisimlere yapisarak yasadiklarindan, bu cisimlerin iizerinde olusan petrol filmleri bu

olanagi ortadan kaldirmakta ve kiitlesel oliimlere yol acabilmektedir®>®

. Petrol
iirlinlerinin canlilarda yarattig1 toksik, akut ve/veya kronik etkilerin yani sira, dolayli
fizyolojik etkileri de s6z konusu olmaktadir. Ornegin, petrol iiriiniiniin canlilarmn
beslenmesinde yasamsal rol oynayan kemo-reseptorleri kapatarak organizmanin
beslenme olanagini ortadan kaldirdigi saptanmistir. Bazi canlilarda ise liremeyi
gergeklestiren mekanizmalar arasinda o6nemli rol oynayan feromonlarin
maskelenmesine neden olmaktadir. Bu nedenle disi ve erkek fertlerin iireme igin

iletisim kurmalarini zorlastirmaktadir. Yapilan arastirmalar, petrol iirlinlerinin suya

birakilan gametlerin hareket yetenegini engelledigini ve gelismenin baslangicindaki

14



larvalar1 da 6ldiirmek sureti ile tiremeyi bliyiik oranda durdurdugunu gostermistir.

Petrol kirliligi sonucunda canlilarda olusabilecek fizyolojik etkileri;

1. Hiicre boliinmesinin gecikme ve engellenmesi,
1. Anormal yumurtlama,

111 Kemotaktik beslenme tepkilerinin azalmasi,

1v. Beslenme davraniglarinin degismesi,

V. Yumurta dollenmesi ve liremenin engellenmesi,
V1. Yem/su filtrasyonu islevlerinin durdurulmasi,
Vii. Feromonlarin maskelenmesi,

viii.  Solunum, fotosentez gibi mekanizmalarda aksama,
seklinde 6zetlemek miimkiindiir® >, Denizel organizmalarin yani sira, su yiizeyini
paylasan kuslar da yiizeyde olusan petrol katmanlarinda etkilenmektedir. Ozellikle
biiyiik tanker kazalar1 ya da yiiksek petrol dokiilmelerinin yasandig1 kazalardan sonra,
mart1, karabatak deniz kuslarmin kiitleler halinde o6ldiikleri gozlenmektedir. Su
ylizeyini paylasan bu tiir canlilar avlanma amaci ile suya dalislar1 sirasinda petrol ile
stvandiklarindan hareket yetenekleri ve ugmalari kisitlanmakta ve ¢irpinma siirecinde

yuttuklar1 petrolden zehirlenmektedirler®2*2).

Rafineri ve petrokimya tesislerinden ¢ikan iirlinlerin insan saglhigi iizerinde
onemli etkileri olmaktadir. Besin zincirine girerek, insanlar da dahil olmak iizere
yeryiiziindeki her canliya tasindigi belirlenen poliaromatik hidrokarbonlarin immiin
sistemi baskilayici, endokrin bozucu (disrupter), ndrotoksik, kanserojenik ve
teratojenik etkilerinin oldugu saptanmistir. Rafineri ve petrokimya iirlinleri arasinda
yer alan ¢esitli gazlarin insan beyni ve karacigeri iizerinde kanserojen etki yapmakta,
derinin siv1 vinil kloriir monomerle temasi esnasinda asinma nedeniyle yaralar ve

orta derecede kimyasal yaniklar olusmaktadir. Stiren iinitesinden ¢ikan gazlarin ise
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kizariklik olusturma ve bayiltici etki, gozlerde ¢ok siddetli kasmnti, g6z bozukluklari,
deride kizariklik, bulanti, kusma, istah azalmasi, halsizlik ve bayginlik gibi akut ya
da kronik etkileri mevcuttur. Petrol {iriinleri ile kontamine olmus su ve besin
dirlinlerinin insanlar tarafindan tiiketilmesi bu iirlinlerdeki petrol konsantrasyonunun
cok distk diizeyde olmasi durumunda bile ciddi sakincalar yaratmaktadir. Bu
sakincalarin basinda, ham petrolii olusturan bilesiklerden bir bdliimiiniin, memeli
hayvanlar ve insanlarda kanser yapici oldugu bilinen veya bu konuda kuskulu olan
maddelerden olugsmasi gelmektedir. Bunlar arasinda, halkalarinda N ve S bulunan
heterosiklik bilesikler, poliaromatik ve heterosiklik bilesiklerin metil tiirevleri ile
poliniikleer hidrokarbonlar yer almaktadirlar®®-?, Ayrica ayrigmis, ¢Oziinmis ve
kismen bozulmus petrol {irtinleri igersinde aktif kanserojen etkileri olan ytikseltgeme
irlinleri de olusmaktadir. Ham petroliin destilasyonu sonucunda elde edilecek
fraksiyonlarda 40’dan fazla kimyasal bilesik meydana gelmektedir. Bu bilesikler
arasinda, c¢ok sayida aromatik hidrokarbonlar, di-tri tetrametil naftalinler ve
fenantenler, krisen ve krisen'in metil tiirevleri, perilen, trifenilen ve tetrametilfluoren,
di- ve tetrametil-dibenzotiofen, tiobenzofluoren ve tetra- ve pentametilkarbazol'ler
saptanmistir  (Sekil 1.2). Ayrica 45 yildan beri kanserojen etkisi bilinen
benzo(a)piren'in de ham petrolde bulundugu saptanmistir. Deniz canlilarinda
olusabilen DNA bozulmalar1 ve buna bagli kanser hastaligi, ayni seyri izleyerek
insanda da, benzer etkileri yaratabilmektedir. Kanser yapici maddeler, petrokimya
atiklariyla organizmadan organizmaya artarak gecerken, insanlarin tiikettigi deniz
iirlinlerinde konsantre bir halde birikmektedir. Bu sekilde biriken PAH bilesikleri
insanlarda katarakt, karaciger ve bobrek hasarmma neden olmaktadir. Ham petroliin
fraksiyonlarindan olan naftalene maruziyet ise eritrositlerde geri doniisiimsiiz

hasarlara neden olmaktadir>**”
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1. bis(2-Kloroetil)eter 18, 2,6 duatrobenzen 34, benz{a)antracen
2.1,3-diklorobenzen 19. acenaftalen 35. chaysen
3. 1, 4-diklorobenzen 20. 2 4, dinitrotoluen 36. 3,3 -dikoloroberzen
5. bis(2-kloroisopropil)eter 21, dietilftalat 37. bis(2-etil)falat
6. N-nitroso-di-n-propilatnn 22, flouren 32, di-n-octyl-ftalat
7. hekzaklorothanen 23. 4, Kloroferul eter 39, di-n-octyl-ftalat
&. rtrobenzen 24, N-natrosodife nalarein 40, benzo(k)fluoranthene
9. soprenen 25, azobenzen 41 benzola) fluoranthene
10, bis(2-kloroetoksi)metan 26, 4, broooferal feral eter 42, mdeno(],2,3,-c,d) puen
11.1,24, -riklorobenzen 27, hekzaklorobenzen 43, dbenz (ah) anthracene
12. napthalen 28, anfrasen 44, beno(gh) perylen
13. hekzaklorobutadien 29, phenantren
14. hekzaklorosiklopentadien 30. di-n-biitilftalat
15. 2-kloronaftalen 31. fluoranthene
16, dirnetilftalat 32, piren
17. acenaftalen 33, biitil benzilftalat

Sekil 1.2. Ham petrolde bulunan aktif kanser yapici poliaromatik bilesikler'?

1.1.7. Petrol Endiistrisi Atik Sularinin Aritim

Petrol rafinerisi atiklarinin aritilmasinda farkli yontemler mevcuttur. Bu

yontemleri {i¢ ana baglik altinda toplamak miimkiindiir.
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1.1.7.1. Fiziksel Yontemler

Artimda yaygm olarak kullanmilan fiziksel yontemler gravite ayrimi, hava
flotasyonu ve buharlastrmadir. Gravite ayiricilar hemen hemen tiim rafinerilerde
inga edilmistir ve ylizen yaglarin, ¢dkebilen katilarin uzaklastirilmast icin
kullanilmaktadir ve bu yolla %50-99 oraninda yiizebilen yag ve %10-85 askida kat1
madde giderimi saglamaktadir. Buharlastirma yonteminde kirletici giderme verimi
cok yiiksektir fakat iklim ve arazi kullanilabilirligi ile kisitlanmaktadir. Flotasyon
kimyasal madde ilavesiyle veya kimyasal madde ilave etmeden dogrudan

uygulanabilmektedir ve farkli aritma verimleri elde edilmektedir®*>".

1.1.7.2. Kimyasal Yontemler

Kimyasal aritimda adsorpsiyon, koagiilasyon, iyon degisimi, kimyasal
oksidasyon, pihtilastirma, yumaklastirma ve ¢okeltme seklinde farkli yontemler
kullanilmaktadir. Kimyasal madde ilavesi ile flotasyon islemi yapmak; yag, kiil ve
askida kat1 madde giderme agisindan ¢ok verimlidir. Organik maddeler daha ¢ok
biyolojik parcalanabilir  6zellikte oldugu i¢in oksidasyon kismi olarak
gerceklesmekte, bazi yOntemlerde sik pH kontrolii gerekmektedir. Kimyasal
yontemler ile kolloidal maddelerin tam giderimi saglanirken, organik madde giderimi

bu yontemlerle tam olarak gerceklestirilememektedir®'>?.

1.1.7.3. Biyolojik Yontemler

Petrol ve tiirevleri ile kontamine olmus sucul ortamlarin aritilmasinda aktif

camur sistemleri, damlatmali filtreler, havalandirmali lagiinler ve oksidasyon
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havuzlar1 gibi biyolojik aritma yontemleri uygulanabilmektedir. Genelde segilecek
bu biyolojik aritma siiregleri, petroliin 6n aritma ile giderilmesi ve pH kontrolii, koku
kontrolii, yag giderme, toksik maddelerin giderilmesi gibi 6n ve son islemler
gerektirmektedir. Ozellikle aktif ¢amur sistemlerinde 6n aritimm gerekliligi ve
camurun uzaklastirilmas: sistem maliyetini ve uygulama siiresini arttrmaktadir®?.

Bu noktada petrol ve tiirevleri gibi hidrokarbon yapidaki bilesiklerin mikrobiyal

degredasyon yolu ile giderimi alternatif bir yontem olarak kullanilabilmektedir.

1.1.7.3.1. Mikrobiyal Degredasyon

Petrol ve tiirevlerinin dogal mikroorganizma populasyonlar:1 tarafindan
biyolojik olarak parcalanmalari, bu tiir kirliliklerinin yok edilmesinde primer
mekanizmadir'®.  Hidrokarbon yapidaki  bilesiklerin  bakteriler  tarafindan
parcalanmalar1  biyokimyasal ve genetik olarak gerceklesmektedir ve bu
mekanizmalar i¢in ekstrakromozomal gen lokasyonlarmin mevcut oldugu
belirlenmistir®**). Literatiirde deniz, tatlisu ve toprak ekosistemlerindeki petrol ve
hidrokarbonlarin biyolojik olarak pargalanma yollarini1 aydinlatmaya yonelik cesitli

7 ve antrasen'” gibi cesitli

caligmalar meveuttur. Su ana kadar naftalen®®, fenantren®
hidrokarbonlarin bakteriler tarafindan pargalandigi tespit edilmistir. Naftalenin
mikroorganizmalardaki plazmidte kodlanan bir enzim sinifi ile pargalandigi tespit
edilmistir®. Petrol ve tiirevleri gibi hidrokarbonlarmn parcalanmasindan sorumlu
plazmid veya gen fragmentlerinin yeni bakterilere aktarilmasi, ¢cevrenin daha kisa

siirede temizlenmesi i¢in yeni suslarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunacaktir.

Rekombinant DNA teknolojisinin biiyiik getirisi olarak petrol kontaminasyonunu

19



giderebilen bakterilerin gelistirilmesi ¢evrenin hidrokarbonlardan temizlenmesi

yoniinden de olduk¢a 6nemlidir®.

Hidrokarbon yapidaki petrol ve tiirevleri primer olarak bakteri ve funguslar
tarafindan parcalanmaktadir®®. Hidrokarbon yapidaki substratlar1 kullanabilen ya da
degrade edebilen mikroorganizmalar oldukca genis bir ¢esitlilik sergilemektedir.
Floodgate, su ana kadar yapilan caligmalarda sucul ortamlarda hidrokarbon-
parcalayan 25 bakteri ve 27 fungus cinsinin belirlendigini rapor etmistir®”. Baska bir
calismada toprakta hidrokarbon degredasyonu yapabilen 22 bakteri ve 31 fungus
cinsi tespit edilmistir ve hem toprak hem de deniz ortamlarinda en Onemli
hidrokarbon-pargalayan bakterilerin Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas ve Koryneform’lar

olduklar1 rapor edilmistir®®.

Sucul ortamda hidrokarbon degredasyonu yapan
mikroorganizmalar ¢ogunlukla bakterilerdir. Floodgate, sucul ekosistemde
degredasyon yapabilen funguslarin bakterilere kiyasla diisiikk seviyede kaldigi ve
genellikle kiyr bolgelerde yogunlastiklarini rapor etmistir. Ayni c¢aligmada
hidrokarbon degredasyonu yapabilen Aspergillus ve Penicillium cinsi tlirlerinin hem
topraktan hem de sucul ortamlardan izole edilebildigi de belirtilmistir®”. Topraktaki
hidrokarbonlarm  bakteri ve funguslar tarafindan parcalanma oranlarinin
karsilastirildigi bir calismada, n-hekzadekan degredasyonunun %82’sinin bakteriler
ve %]13’tiniin funguslar tarafindan parcalandigi gozlenmistir®”. Sucul ve karasal
mikrobiyal komunitede algler ve protozoa’lar da 6nemli bir yere sahiptir. Fakat
hidrokarbon degredasyondaki rolleri ve degredasyon performansi agisindan

aydmlatilmamis pek ¢ok nokta mevcuttur. Cerniglia ve arkadaslari, naftaleni okside

eden 9 siyanobakter, 5 yesil alg, 1 kirmizi alg, 1 kahverengi alg ve 22 diatome tespit
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etmiglerdir ve petrollii maddelerin topraga inokiilasyonu sonrasinda ortamdaki

bakteri ve fungus sayisinmn arttigini da rapor etmislerdir®”.

Mikrobiyal degredasyon farkli mikrobiyal komunite gibi biyotik faktdrlerin
yaninda hidrokarbon konsantrasyonu ve komposizyonu, sicaklik, pH, tuzluluk gibi
cesitli abiyotik parametrelerden de etkilenmektedir. Petrol ve tiirevlerinin fiziki
durumu ve konsantrasyonu degredasyonu etkileyen onemli bir faktordiir. Suya
dokiilen petrol yiizeyde bir tabaka olustururken riizgar ve dalga hareketleri ile su-yag
ya da yag-su emiilsiyonlar1 meydana gelmektedir. Bu emiilsiyonun olusumu,
mikrobiyal erisilebilirlik agisindan genis bir ylizey alani saglayarak degredasyonu
kolaylastirmaktadir®®. Sucul ekosistemlerde organik bilesigin kullaniima ve yikim
oranlari, Michaelis-Menten kinetiklerine uygun olarak bilesiklerin

konsantrasyonlartyla orantilidir*".

Fusey and Oudot, esik degeri iizerindeki
hidrokarbon konsantrasyonlarinda oksijen limitasyonunun meydana geldigini ve
degredasyon oranmm azaldigini rapor etmislerdir®”. Coziiniirliigii 0.01 mg/L’den
diisiik olan uzun zincirli alkanlarda degredasyonun ¢oziiniirlik limitlerinin asildigi
noktalarda basladigi da belirlenmistir. Bu bakimdan naftalen ve fenantren gibi
yiiksek molekiiler agirlikli poliaromatik hidrokarbonlarin ve uzun zincirli alkanlarin
kullanilma oranlar1 toplam madde konsantrasyonundan daha ¢ok suda ¢oziintirliikleri

ile iliskili oldugu tespit edilmistir™®.

Sicaklik mikrobiyal metabolizmayi, petroliin kimyasal kompozisyonu ve
fiziksel yapismi direkt etkiledigi i¢in hidrokarbon degredasyonunu da etkilemektedir.
Diistik sicakliklarda, petroliin viskozitesi artarken, kisa zincirli alkanlarin buharlagsma
oranlar1 azalmaktadir. Bunlara bagl olarak hidrokarbonlarin suda ¢oziiniirliliigii de

artmaktadir. Sicakligin azalmasi ile biyolojik parcalanma oranlarmin azalmasinin
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primer olarak enzimatik aktivite yada Q; etkisinin bir sonucu oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica sicakligim artmasi ile emiilsiyon oranmnin artmasi da
degredasyonu arttrmaktadir. 30-40°C araliginda tipik olarak hidrokarbon

degredasyonunun arttig1 bu araligin altinda azaldig1 belirlenmistir***>.

Alifatik, siklik ve aromatik hidrokarbonlarin bakteri ve funguslar tarafindan
degredasyonunun ilk adimi molekiiler oksijenin ihtiya¢ duyuldugu oksijenazlar
aracilif1 ile oksidasyondur. Bu nedenle ¢evredeki hidrokarbonlarin mikrobiyal
oksidasyonunun baslayabilmesi i¢in aerobik sartlar gereklidir*®*”. Deniz ve tathsu
ortamlarinda  suyun st yilizeylerinde normal olarak aerobik sartlar
saglanabilmektedir fakat sedimentler ylizeyindeki ince bir tabaka hari¢c genellikle
anaerobiktir ve suyun katmanlarinda gozlenen bu farkliliklar mikrobiyal
degredasyonu 6nemli derecede etkilemektedir®®. Toprakta ise oksijen erisilebilirligi
mikrobiyal oksijen tiiketimi, toprak tipi ve topraktaki organik yiik ile baglantilidir.
Bununla birlikte anaerobik hidrokarbon degredasyonu pek c¢ok calismada rapor

edilmistir®® .

Hidrokarbonlarin mikrobiyal par¢alanmalar1 iizerine abiyotik faktdrlerden
tuzlulugun etkisi bazi caligmalarla arastirilmistir. Ward ve Brock %3.3-28.4
araliginda tuzluluk oranlarinda hidrokarbon degredasyonunun azaldigmi ve bu
sonucun mikrobiyal metabolizma hizinin azalmasi ile agiklanabilecegini

belirtmislerdir ™.

pH, mikrobiyal metabolizmay1 etkileyen Onemli bir g¢evresel parametredir.
Cogu heterotrofik bakteri ve funguslar, mikrobiyal degredasyon sirasinda notraliteye
yakin bir pH’1 tercih etmektedirler. 2.5-11.0 araligindaki pH degerlerinde

hidrokarbon yapidaki bilesiklerin mikrobiyal degredasyonu gerceklesebilmektedir.
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Ekstrem pH kosullari mikrobiyal degredasyonu olumsuz yonde etkilemektedir®®.

Dibble ve Bartha, topraktaki hidrokarbon kirliliginin degredasyonunu 5.0-7.8
araliginda test etmis ve optimum degredasyonun pH 7.8’de gerceklestigini rapor
etmislerdir®. Verstraete ve arkadaslari, asidik ortamda gaz yagmm pargalanma
oranmnin iki katma ¢iktigini, pH 8.5’te ise parcalanma oranmin 6nemli dlgiide

azaldigini tespit etmislerdir®",

Su potansiyeli ya da su aktivitesi de degredasyonu Onemli derecede
etkilemektedir. Topraktaki su potansiyeli 0.0-0.99 araligindaki degisim gdsterirken
sucul ortamlarda bu deger 0.98 olarak sabitlenmektedir. Bu nedenle topraktaki suyun
mikrobiyal biliylime ve metabolizma i¢in kisitlanmasi hidrokarbon degredasyonunda

azalmaya neden olmaktadir®®.

Petrol hidrokarbonlar1 ¢ziiniirler, aromatikler, asfaltlar ve rezinler olmak iizere
dort farkli komposizyonda bulunabilmektedirler. Hidrokarbonlar yapilarindaki bu
farkliliga bagl olarak mikrobiyal erisim yoniinden de farkl derecelere sahiptirler. Bu
derecelendirme n-alkanlar>dalli alkanlar>kiiciik molekiiler agirlikli aromatikler>

sikloalkanlar seklinde siralanabilir®?.

Cozlinlir hidrokarbonlarda mikrobiyal
degredasyon oran1 olduk¢a yiiksek iken hafif ve yliksek molekiiler agirlikl
aromatiklerde ise mikrobiyal degredasyon orani diismektedir®®. Poliaromatik ve
hidrofobik bilesiklerin suda ¢oziiniirliigii diisiik oldugundan mikrobiyal doniisiim i¢in
erisilebilirligi kisitlanmakta ve biyodegredasyonu zorlasmaktadir. Bu asamada,
mikroorganizmalar  tarafindan  iretilen  siirfektan maddelerin  kullanimi
biyodegredasyonu hizlandirmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan {iretilerek

ekstraselliiler olarak ortama salman biyosiirfektan maddeler, hidrokarbon ve su

arasindaki yiizey gerilimini indirgeyerek, hidrokarbonlar1 emiilsifiye etmektedir.
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Ayrica siirfektanlar tarafindan suda ¢oziniirliigii diisiik olan hidrofobik gruplarin
ylizey alaninin ve biyolojik uygunluklarmin arttirilmas: ile bu tiir bilesiklerin
biyolojik olarak parcalanmasi da kolaylasmaktadir. Cesitli ylizeylere geri
donilistimsiiz olarak baglanan PAH’larin biyodegredasyonu kismi olarak inhibe
olmaktadir. Biyosiirfektanlar, ylizeylere baglanan substratlarin c¢oziintirliiklerini
arttirarak, hareketini ve yiizeyden wuzaklasmasmi saglamaktadwr. Bu yolla
mikroorganizmanin hidrokarbona erisimi kolaylagsmakta ve mikrobiyal biiyiime
hizlanmaktadirlar. Ayrica biyosurfektanlar yag/su emiilsiyonlarinda yiizeylerarasi
gerilimi ve yiizey gerilimini diisiirerek hidrofobik molekiillerin ¢oziiniirliglini
arttirarak, hiicre hidrofobisitesini degistirerek biyodegrasyonun gergeklesmesine

katkida bulunmaktadir®+>>,

Mikroorganizmalar tarafindan hidrokarbon yapidaki bilesiklerin degredasyonu

farkli mekanizmalarla gergeklesmektedir(56).

Mikroorganizmalarin kisa zincirli
hidrokarbonlar1 direkt hiicre icerisine aldig1 ve degrade ettigi belirlenen
mekanizmalardan biridir (Sekil 1.3a). Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
biyosiirfektanlarin salmimi ile hiicre hidrofobisitenin degismesi, biyosiirfektanlarin
poliaromatik hidrokarbonlarla kompleks olusturmasi ve hiicre yiizeyi ile etkilesimin
artmasi degredasyonu agiklayan diger bir mekanizmadr (Sekil 1.3b) ©7°9.
Hidrokarbon degredasyonunda belirlenen baska bir mekanizmada ise
mikroorganizmalar tarafindan salinan biyosiirfektanlarin poliaromatik hidrokarbonlar
ile etkileserek c¢oOziniirligli ve kiitle transferini arttirdigi, mikroorganizmanin
hidrokarbona ulasilabilirliginin ~ kolaylastigi  belirtilmektedir  (Sekil  1.3c¢).
Biyostirfektanlarin hidrokarbon ile birlikte hiicre tarafindan alinarak ve bu yolla

hidrokarbon ile mikroorganizma arasindaki diflizyon yolunu kisaltarak degredasyona

yardimei oldugu da belirlenmistir (Sekil 1.3d)°*¢7.
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Sekil 1.3. Poliaromatik hidrokarbonlarm mikrobiyal degredasyon mekanizmalari®”

a.hiicreye direkt alinim, b. biyosiirfektan-hidrokarbon kompleksinin hiicreye direkt
girisi, c¢. Misel yapidaki biyosiirfektan kompleksinden ayrilan hidrokarbonlarin
hiicreye alinmasi, d. Misel yapida olmayan biyosiirfektanlarin hidrokarbon

degredasyonunu hizlandirmasi
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1.1.8. Biyosiirfektanlar

Hidrofobik ve hidrofilik gruplar igceren etkili yiizey aktif 6zellikleri ile bir¢cok
endiistriyel alanlarda ve islemlerde kullanilan biyosiirfektanlar ¢ok ¢esitli yapisal
farklhiliklar  gostermektedir. Bir biyosilirfektan molekiiliinde hidrofilik  grup
aminoasitler, peptitler, anyonlar, katyonlar ve polisakkarit birimleri icerebilmektedir.
Hidrofobik kisim ise doymamis ya da doymus yaglar ve yag asitlerini
icerebilmektedir. Biyosiirfektan icerdigi bu gruplara gore glikolipidler, lipopeptitler,
lipoproteinler, fosfolipidler, polimerik ve partikiillii biyosiirfektanlar olarak
siniflandirilmaktadir. Sulu ¢o6zeltilerde konsantrasyona bagli olarak biyosiirfektan
birimleri farkli sekillerde bulunabilmektedir (Sekil 1.4). Konsantrasyonunun artmasi
ile Dbirlikte misel ve silindirik forma doniisen Dbiyosiirfektanlar diisiik

konsantrasyonlarda tekli ya da lineer formda bulunmaktadir®®?,

Sekil 1.4. Biyosiirfektan molekiiliiniin farkli modelleri; a. tekli biyosiirfektan
iiniteleri, b. misel yapidaki biyosiirfektan, c. silindirik biyosiirfektan, d. ¢ift tabakali

biyosiirfektan, e. emiilsiyon haldeki biyosiirfektan
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Biyosiirfektanlar, molekiiler karakteristikleri dogrultusunda farkli uygulama
alanlarina sahip mikrobiyal bilesiklerdir. Petrol depo tanklarmnin temizlenmesi,
petroliin geri kazanimi, toprak biyoremediasyonu, c¢esitli tarim ve madencilik
uygulamalari, gida endiistrisi ve endiistriyel temizlik biyosiirfektanlarin kullanildigi
alanlardan bazilaridir'®. Biyosiirfektanlar tarafindan suda ¢oziinlirliigii diisiik olan
hidrofobik gruplarin yiizey alaninin ve biyolojik uygunluklarmin arttirilmas: ile bu
tiir bilesiklerin biyolojik olarak parcalanmasi kolaylagsmaktadir. Bu nedenle
biyosiirfektanlar, petrol gibi hidrofobik substratlarla kontaminasyon sonucu olusan
kirliligin giderilmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar®. Sentetik siirfektanlara karsi
mikroorganizmalar tarafindan {retilen biyosiirfektanlar 06zellikle fermentasyon
teknolojisinde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Biyosiirfektanlar sunduklari
cesitli avantajlar ile sentetik formlarma kiyasla genis kullanim alanmna sahiptir.
Biyostirfektanlar karbohidratlari, hidrokarbonlari, yaglar1 veya bunlarin karisimini
karbon kaynagi olarak kullanan mikroorganizmalar tarafindan iretilmektedir®®?.
Biyosurfektan gibi ylizey aktif bilesiklerini sentezleyen bir¢ok mikroorganizma

bilinmektedir. Bunlardan c¢ogu bakteriler ve mayalardir®”

. Mikroorganizmalar
ozellikle suda c¢oziinmeyen hidrofobik substratlarda gelismeleri boyunca bu
bilesikleri sentezlemektedirler. Biyosiirfektanlar cok cesitli substratlardan bagsta
bitkisel yaglar, igki ve siit sanayi atiklar1 gibi yenilenebilir kaynaklardan
iiretilebilirler. Biyosiirfektanlar yiizey gerilimini azaltma, diisiik kritik misel
konsantrasyonu (CMC), emiilsiyonlar1 stabil etme, kopiirmeyi diizenleme
ozelliklerine sahiptir. Genellikle nontoksiktirler ve biyolojik olarak pargalanabilirler.
Hidrokarbon kirliliginin giderilmesi islemlerinde kimyasallarin kullanilmas1 sonucu

ortaya ¢ikan yan flriinler ile ¢evre kontamine olabilmektedir. Halbuki biyolojik

tyilestirmede biyosiirfektanlarin kullanim1 ile biyolojik olarak parcalanabilirlik
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ozelliginden dolay1 sekonder kirlilik olusmamakta ve 6nemli 6l¢iide ¢evreyi kirleten

maddelerin giderimi saglanmaktadir®*®?.

1.1.9. Biyosiirfektanlarin Fonksiyonu

Biyosiirfektanlar, ekstraselliiler olarak ortama salindiklarinda hidrokarbonlar1
emiilsifiye etmektedirler. Ayrica hidrokarbon ve su arasindaki ylizey gerilimini
indirgeyerek c¢oziinemeyen bilesiklerin yiizey alanlarim1 arttirarak  biyolojik

kullanilabilmelerini ve biyodegredasyonunu kolaylastrmaktadir®®.

Bu konuda
yapilan c¢alismalarda Pseudomonas tarafindan iiretilen ramnolipidin oktadekan
dispersiyonunu ve biyodegredasyonunu hizlandirdigi belirlenmistir ve 1L ramnolipid
cozeltisinde bulunan oktadekanin % 20’sinin 84 saat icinde mineralize oldugu

(67)

goriilmiistiir” . Deziel ve arkadaglari, yaptiklar1 bir c¢aligmada, biyostrfektan

iretiminin naftalenin sudaki ¢oziinlirliigiiniin artisindan sorumlu oldugunu tespit

etmislerdir®®

. Zhang ve arkadaglari, penantranin ¢6ziinmesi ve biyokullanimi
iizerine iki ramnolipidin etkisini incelemistir ve penantranin hem degredasyon
oraninda hem de ¢oziinirligiinde artis oldugunu rapor etmislerdir'®. Bu durum
biyosiirfekten konsantrasyonunun kritik misel konsantrasyonunu astiginda ylizey
geriliminde meydana gelen azalma ile agiklanabilmektedir. Yiizey gerilimi
dispersiyon ve hidrojen baglarmnin bir bileskesidir. Su i¢in dispersiyon kuvvetleri 23
mN/m ‘lik bir ylizey gerilimi olustururken, hidrojen baglar1 50mN/m’ lik bir kuvvet
olusturarak toplamda 73mN/m’lik bir yilizey gerilimi ortaya ¢ikmaktadir.
Biyostirfektanlar yiizeylerde akiimiile olmakta ve hidrofilik gruplar1 sayesinde su ile

hidrojen baglar1 olusturarak giiclii etkilesimlere girmektedir. Biyosiirfektanlarin

yiizeyde birikmesi ile yiizey gerilimi azalmaktadir. Ik olarak tiim vyiizey
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biyosiirfektan birimleri ile kaplanmakta, biyosiirfektan miktarinin artmasiyla su
icerisinde hidrofilik gruplar suya doniik olacak sekilde miselleri olusturmaktadir.
Misel olusumu i¢in gerekli olan minimum biyosiirfektan konsantrasyonu kritik misel
konsantrasyonu (CMC) olarak adlandirilir ve CMC degeri {lizerindeki
konsantrasyonlarda ylizey gerilimi sabit kalmaktadir. Misel konsantrasyonu
ortamdaki biyosiirfektan miktarmin artmasi ile artmaktadir fakat misel biiyiikliiglinde
degisiklik olmamaktadir. Biyosiirfektan yapisinin ve uzunlugununun CMC iizerine
etkisi yoktur fakat misel biiyiikliigii tizerine direkt etkisi vardir. Hidrofobik yapidaki
bilesikler miseller igerisinde ¢Ozlinerek misellerin sismesine yol agmaktadir. Yag/su
emiilsiyonlarina biyosiirfektanlarin eklenmesi ile ara yiizeyde 2-5 nm kalinliginda bir
tabaka olusmakta ve yiizeyler arasinda keskin bir sekilde belirgin olan smirlar
zayiflatmaktadir. Ayrica yag/su emiilsiyonlarina biyostirfektan ilavesi hidrojen
baglarmin yiizeyleraras: gerilime olan katkisin1 da azaltmaktadir'’®. Yiizeylere geri
doniisiimsiiz olarak baglanan PAH’larin biyodegredasyonu kismi olarak inhibe
olmaktadir. Biyosiirfektanlar, yiizeye baglanmis substratlarin sudaki ¢oziintirliiklerini
arttirarak ylizeyden uzaklastirabilmekte ve bu yolla biiylimeyi hizlandirmaktadirlar.
Yiizeyler aras1 gerilimi diisiiren biyosiirfektanlar ylizeye baglanmis hidrofobik
molekiilleri diizenli olarak harekete ge¢irmede ve biyodegrasyonu gergeklestirmede
etkilidirler. Diisiik misel konsantrasyonuna (CMC) sahip olan kiiciik molekiiler
agirlikli biyosiirfektanlar hidrokarbonlar1 misellerin hidrofobik bosluklarina ¢ekerek
coziiniirlikklerini arttirirlar. Bu durum P. aeruginosa tarafindan tiretilen ramnolipidin
poliaromatik  hidrokarbonlarm degredasyonuna katilmasiyla — goriilmistiir”".
Mikroorganizma tarafindan salgilanan biyosiirfektan yiizeyde bir biyofilm tabakasi
olusturabilir ve bu film biyosiirfektanin  selektif o6zelligi ile belirli

mikroorganizmalarin ara ylizeylere baglanmasini stimule ederken digerlerinin
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2 o - . B . .
2 Ornegin; P. aeruginosa’nn hiicre yiizey

baglanmasini inhibe edebilmektedir
hidrofobisitesinin hiicreyle iligkili ramnolipid filminin olusmasiyla ¢ok fazla arttigi
gozlenmistir, Acinetobacter cinslerinde ise hiicre yiizey hidrofobisitesinin hiicreye

bagh emiilsifiyerin bulunmasiyla azaldigi rapor edilmistir'”®.

Bu veriler,
mikroorganizmalarin kendi biyosiirfektanlarmi ihtiyaca gore yiizeylere baglanmak ve
yiizeylerden ayrilmak icin hiicre yiizey 6zelliklerini regiile etmede kullanabildiklerini
one sirmektedir. Mikrobiyal biyosiirfektanlar hidrokarbon yapida substratlar:
kullanarak gelisen mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmekte ve mikrobiyal hiicre
ylizeylerine yapisarak ya da kiiltiir ortamina salgilanarak biyolojik aktivite
gostermektedir. Ayrica biyosiirfektanlarin  hiicre duvarmin yapisma katilarak
hidrokarbonlarin periplazmik yiizeye penetrasyonunu kolaylastirdigi da tespit
edilmistir”*". Bir¢ok sentetik ve biyolojik siirfektanlar biyoremediasyon prosesinde
biyolojik olarak parcalanabilme amacl kullanilmaktadir. Biyosiirfektanlar, kimyasal
sirfektanlarla ayni mekanizmalar1 kullanarak ylizey ve yiizeyler arasi gerilimi
azaltan karakteristik Ozelliklere sahiptirler. Biyosiirfektanlarim essiz 6zellikleri
kimyasal olarak sentezlenen siirfektanlarin yerine bircok endiistriyel alanda

. (61,76)

kullanilmalarina imkan vermekted . Biyosiirfektanlar sentetik siirfektanlarla

kiyaslandiginda bir¢ok avantaja sahiptir. Bunlardan bazilarz;

1. biyolojik olarak parcalanabilme,

1. genellikle diisiik toksisite gostermeleri,

1ii. canli dokulara zararsiz ve sindirilebilir olmalari,

1v. yenilenebilir maddelerden elde edilebilir olmalari,

v. yiiksek miktarda ve diisiik maliyetle tiretilebilir olmalari,
V1. cevresel kontrolde yiiksek verimde kullanilabilirlik,
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vii.  yliksek 6zgiinliik,
viil.  ekstrem sicaklik, pH ve tuzlulukta yiiksek etkinlik gostermeleri,
1X. mikrobiyal aktiviteyi arttirmalari,

seklinde siralanabilir®-""7®

1.1.10. Biyosiirfektanlarin Siniflandirilmasi

Genelde biyosiirfektanlar aminoasitler, peptit anyonlar1 veya katyonlari; mono-,
di-, veya polisakkaritlerden olusan hidrofilik kisim ile doymus ya da doymamis yag
asitleri igeren hidrofobik kisimdan olusmaktadir. Kimyasal olarak sentezlenen
sirfektanlardan farkli olarak biyosiirfektanlar kimyasal kompozisyonlar1 ve

mikrobiyal orjinleri ile kategorize edilmektedir”®"".

Biyosiirfektanlar mikrobiyal orjinlerine gore bakteriyel siirfektanlar, maya
siirfektanlar1 ve fungal siirfektanlar olmak {izere ii¢ smifa ayrilmaktadir. Bakteriyel
biyosiirfektanlar, Bacillus ve Pseudomonas gibi cinsler tarafindan iiretilen
ramnolipidler, trehaloz lipidler, aminoasit i¢eren lipidler ve hidrofobik proteinlerdir.
Maya biyosiirfektanlari, Candida, Endomycopsis ve Torulopsis gibi cinslerden elde
edilen mannosileritritol lipidler ve soforoz lipidler1 kapsamaktadir. Fungal
biyosiirfektanlar ise Ustilago cinslerinden elde edilen ustilajik asit ve Shizonella’nin

iirettigi mannosileritritol lipidlerdir””.

Kimyasal komposizyonlarma gore biyosiirfektanlar1 glikolipidler, lipidler,
lipopeptit/ lipoproteinler, polimerler ve partikiiller olmak iizere bes ana grupta

(76,77)

smiflandirmak miimkiindiir . Farkli yapidaki biyosiirfektanlar ve mikrobiyal

kaynaklar1 Cizelge 1.2° de verilmistir.
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Cizelge 1.2. Farkli yapidaki biyostirfektanlar ve mikrobiyal kaynaklari

(76,77)

Biyosiirfektanmn tiirii

Mikroorganizma

Glikolipidler

Lipidler

Lipopeptidler/

Lipoproteinler

Polimerler

Partikiiller

-Ramnolipid

-Soforolipid

-Trehalolipid

-Sellobiolipid

-Yag asitleri
-Notral lipidler
-Fosfolipidler

-Polimiksin
-Surfaktin
-Viskozin

-Gramisidin
-Liposan
-Biyodispersan

-Emiilsan

-Vezikiil/fimbria

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sp.

Torulopsis bombicola
Torulopsis apicola

Torulopsis petrophilum

Rhodococcus erythropolis
Nocardia erythropolis

Ustilago zeae

Ustilago maydis

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans

Bacillus polymyxa
Bacillus subtilis
Pseudomonas fluorescens

Bacillus brevis
Candida lypolytica
Acinetobacter calcoacetilus

Acinetobacter calcoacetilus

Acinetobacter calcoacetilus
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1.1.10.1. Glikolipidler

Uzun zincirli alifatik asitlerin ve hidroksialifatik asitlerin kombinasyonu olan
glikolipidler en iy1 bilinen biyosiirfektanlardir. Glikolipid yapidaki biyosiirfektanlar
mono-, di-, tri ve tetrasakkarit bilesenleri, glukoz, mannoz, galaktoz, glukuronik asit,
ramnoz ve galaktoz icermektedir. Yag asidi bileseni genellikle ayni
mikroorganizmalarin ~ fosfolipidleriyle benzer bir kompozisyona sahiptir.
Mycobacterium cinsine ait tiirler tarafindan iretilen trehalolipidler, mayalar
tarafindan iiretilen soforolipidler ve Pseudomonas cinsine ait tiirler tarafindan

(76,78)

iretilen ramnolipidler (Sekil 1.5) en cok calisilan glikolipidlerdir . Ramnoz

iceren glikolipidlerin Pseudomonas aeruginosa tarafindan tiretimi ilk kez Jarvis ve

Johnson tarafindan rapor edilmistir”®

. Ramnolipid yapisinda bulunan ramnoz
sekerleri bilesige hidrofilik 6zellik kazandirirken, yag asitlere eklenen karbon
molekiilleri hidrofobik o6zelliklerini artirmaktadir. Bu o6zellikleri ramnolipidlerin
kararhhigmi ve hidrofobik bilesikleri ¢6zebilme kapasitesini etkilemektedir®™”.
Pseudomonas  aeruginosa tarafindan  sentezlenen L-ramnosil-L-ramnosil-f3-
hidroksidekanoil-p-hidroksidekanoat ve L-ramnosil-B-hidroksidekanoil-f3-
hidroksidekanoat sirasi ile ramnolipid 1 ve 2 olarak adlandirilmaktadir. Ramnolipid
3, P-hidroksidekanoik asit ile bir ramnoz {nitesi igerirken, ramnolipid 4, B-

hidroksidekanoik asit ile iki ramnoz iinitesi icermektedir ®**V.

Ramnolipid sentezi, ramnosil transferaz-1 enziminin katalizledigi dTP-L-
ramnozun (- hidroksidekanoil-B-hidroksidekanoata transfer edildigi reaksiyon ile
sentezlenmektedir. Pseudomonas aeruginosa ramnolipidleri n-hekzadekana karsi
ImN/m yiizeyler aras1 gerilimi ve 25-30mN/m araliginda ylizey gerilimi

sergilemektedir®®.
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Sekil 1.5. Pseudomonas aeruginosa’ dan elde edilen ramnolipidin kimyasal yapisi’®

Trehaloz disakkaritlerinin uzun zincirli dallanmis hidroksi yag asitleri olan
mikolik asite (C-6 ve C-69) baglanmasi ile olusan trehalolipidler, glikolipid yapidaki
diger bir biyosiirfektan grubudur. Trehalolipidler yaygm olarak Mycobacterium,
Nocardia ve Corynebacterium cinsine ait tiirler tarafindan sentezlenmektedir. Farkli
mikroorganizma tiirleri tarafindan iiretilen trehalolipidler mikolik asit yapisi, karbon
atom saysi ve biyiiklik bakimmdan cesitlilik sergilemektedir®*®. Rhodococcus
erythropolis ve Arthrobacter sp. tarafindan iiretilen trehalolipidlerin siv1 besiyerinin
(76.85)

ylizey gerilimini sirasi ile 25 ve 40 mN/m azalttig1 rapor edilmistir

Torulopsis bombicola®™, Torulopsis petrophilum®” ve Torulopsis apicola®™

tiiri mayalar tarafindan sentezlenen sophorolipidler yaygin calisilan glikolipidik
yapida biyosiirfektandir. Sophorolipidler uzun zincirli yag asitlerine baglanmis
dimerik sophoroz iiniteleri icermektedir (Sekil 1.6) ve genellikle 6-9 hidrofobik
sophorozid tnitesinden olusmaktadir. Laktonik ve asidik sophorolipidlerin n-
hekzedekan ve su arasindaki yiizeyler arasi gerilimi 40°dan 5 mN/m’e azalttig1 ve

pH/sicaklik degisimlerine karsi kararli kaldig1 rapor edilmistir”®*”.
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Sekil 1.6. Torulopsis bombicola’dan elde edilen sophorolipidin kimyasal yapsi®®

1.1.10.2. Lipopeptidler ve Lipoproteinler

Dekapeptid antibiyotiklerini (gramisidin) ve lipopeptid antibiyotiklerini

(polimiksin) igeren ¢ok sayida siklik lipopeptid yapidaki biyosurfektanlarin biiyiik

(89) 0)

cogunlugu Bacillus brevis ve Bacillus  polymyxa®® tiirleri tarafindan
iiretilmektedir. Thiobacillus thiooxidans®" ve Pseudomonas rubescens®” tarafindan
iiretilen ornitin iceren lipidler; Gluconobacter cerinus® tarafindan iiretilen cerilipin,
ornitin ve taurin iceren lipidler; Agrobacterium tumefaciens®® tarafindan iiretilen ve
lizin igeren lipidler, bu gruba ait biyosiirfektanlardandir. Bacillus subtilis tarafindan
dretilen surfaktin en iyi calisilmis siklik lipopeptid yapida biyosiirfektandir (Sekil
1.7). %0.005 gib1 diisiik surfaktin konsantrasyonlarinda ylizey geriliminin 72’den
27.9 mN/m’ye azaldig1 tespit edilmistir®. Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen
lipopeptid yapiya sahip biyosiirfektan (BL-86) pH, sicaklik ve tuzluluga kars1 yiiksek
stabilite sergilemektedir ve suyun yiizey gerilimini 27 mN/m’ ye diisiirmektedir®®.
Bununla birlikte lipopeptit yapidaki BL-86 biyosiirfektaninin hemoliz 6zelligi de

tespit edilmistir®.
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Sekil 1.7. Bacillus subtilis tarafindan iretilen siklik lipopeptidin kimyasal yapisi’®

1.1.10.3. Yag asitleri, Fosfolipidler ve Notral Lipidler

Cogu bakteri ve maya tiirleri, n-alken igeren ortamlarda yiiksek miktarda yag

asitleri ve fosfolipid iiretmektedir®”.

Acinetobacter  sp.’nin  lrettigi
fosfoditiletanolamin biyostirfektan: ile kiiltiir ortaminda alken mikroemiilsiyonlarinin
olustugu gozlenmistir®™. N-alken bulunan ortamlarda Rhodococcus erythropolis
tarafindan tretilen fosfaditiletanolamin (Sekil 1.8) ile su ve n-hekzadekan arasinda
yiizeyler arasi gerilimin 1 mN/m azaldig1 belirlenmistir®. Yag asitleri, fosfolipid ve
notral lipid tireten diger tiirler Arthrobacter sp., Rhodococcus sp. ve Thiobacillus sp.

olarak sayilabilmektedir'’®.

0
H2C-0 —C—R1
| o
T
CH— 0 —C—R2

| 0
1 +
H2C— 0 — P — 0 — CH2— CH2~ NH3
|

0

Sekil 1.8. R. erythropolis tarafindan iiretilen fosfotidilethanolaminin yapisi’®
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1.1.10.4. Polimerik Biyosiirfektanlar

Emiilsan, liposan, mannoprotein ve protein-polisakkarit kompleksleri en 1iyi
calisilan polimerik biyosiirfektanlardir. Acinetobacter calcoaceticus tarafindan
iretilen polianyonik, amfipatik ve heteropolisakkarit yapiya sahip biyosiirfektan
emiilsan olarak adlandiriimaktadir''®”. Sekil 1.9°da kimyasal yapis1 verilen emiilsan,
asetil-D-galaktozamin, N-asetilgalaktozaminuronikasit, ve N-asetil amino seker
birimlerinin tekrarlarindan olusan ve cok diisiik konsantrasyonlarda (%0.001-0.01)
dahi hidrokarbonlari etkili bir sekilde emiilsifiye edebilen biyosiirfektan tirtdiir'".
Acinetobacter calcoaceticus tarafindan iiretilen anyonik biyodispersan glukozamin,
6-metilaminohekzos, galaktozaminuronik asit ve amino seker olmak iizere dort seker

(102)

iinitesi igermektedir "~’. Candida lipolytica tarafindan iiretilen liposan ise %83

karbonhidrat (glukoz, galaktoz, galaktozamin, galakturonik asit) ve %17 proteinden

olusmaktadir®®®. Mannoprotein ¢esitli organik ¢oziiciilerde yiizey aktif 6zellik
gosteren Saccharomyces cerevisiae tarafindan iiretilen polimerik
biyosiirfektandir®**?.

CH3
AcNH _ﬁw
0‘1—

n

C00 ﬁ’\f‘

Sekil 1.9. Acinetobacter calcoaceticus tarafindan tretilen polimerik biyosiirfektanin

kimyasal yaps1®”
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Desai ve arkadaslari, gasolin bulunan ortamlarda Pseudomonas fluorescens
tarafindan %50 karbonhidrat, %19.6 protein ve %10 lipid igeren biyoemulsifiyer

. (103)

yapida bir biyosiirfektanin sentezlendigini rapor etmislerd . Benzer sekilde

(104)

Candida tropicalis"® ve Phormidium J1"'* tiirleri tarafindan karbonhidrat, lipid ve

protein igeren biyosiirfektanlarm iiretildigi rapor edilmistir.

1.1.10.5. Partikiillii Biyosiirfektanlar

Mikroorganizmalar tarafindan hidrokarbonlarm hiicre igerisine alinmasinda
ekstraselliler membran vezikiilleri, hidrokarbonlar1 mikroemiilsiyon forma
doniistiirerek 6nemli bir rol iistlenmektedirler. Acinetobacter cinsine ait tiirlerde
vezikiiller 20-50 nm ¢aplarinda protein, fosfolipid ve lipopolisakkaritten
olusmaktadir®. Bu tiir vezikiiller ayni organizmanin dis membranma kiyasla 5 kat
fazla fosfolipid, 350 kat fazla polisakkarit igermektedir. Partikiillii biyosiirfektan
ireten diger mikroorganizmalar Serratia sp., Bacillus brevis ve Acinetobacter

calcoacetilus olarak sayilabilir' %',

1.1.11. Biyosiirfektanlarin Sentezi

Biyosiirfektanlar, mikroorganizmalarin su 1ile karigsmayan substratlarda
iretilmesiyle sentezlenmektedir. Biiylime ortamma kompleks yag asitlerinin ve
hidrokarbonlarin eklenmesiyle biyosiirfektanlar {iretiminde artis gdézlenmektedir.
Uzun zincirli yag asitleri biyosiirfektanlarin hidrofobik kismini olustururken; alkol,
karbonhidrat ya da karboksilik asit gibi bilesenler hidrofilik kismin1 olusturmaktadir.

Hidrofobik ve hidrofilik bilesenlerin sentezinde metabolik hidrokarbon ve
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karbonhidrat reaksiyonlar ve bu reaksiyonlarda goérev alan diizenleyici enzimler yer

(76,107)

almaktadir Mikroorganizmalar  tarafindan  biyosiirfektanlarm  iiretimi

indiiksiyon, represyon ve c¢ok degerlikli katyonlarin etkisi olmak iizere ii¢
mekanizma ile diizenlenmektedir. Torulopsis magnoliae'®® kiiltir ortamma yag
asitlerinin, hidrokarbonlarm ya da gliseritlerin eklenmesi ile sophorolipidlerin
sentezinin; Pseudomonas aeruginosa SB-30""" besiyerine alkanlarin eklenmesi ile
glikolipid sentezinin indiiklendigi rapor edilmistir. Ayrica lipopeptit yapidaki

biyosiirfektanlarin sentezinde de indiiksiyonun oOnemli bir etkisi oldugu rapor

edilmistir"'?.

Pseudomonas aeruginosa kiiltiir ortamina glukoz, asetat ve trikarboksilik asit

ilave edilmesi ile ramnolipid sentezinin baskilanmasi katabolik represyona giizel bir

(111)

ornektir Pseudomonas aeruginosa’nin besi ortamma azot kaynagi ilavesi

(76)

biyosiirfektan  sentezini  engellemektedir Guerra-Santos ve arkadaslari,

Pseudomonas aeruginosa DSM 2659 kiiltiir ortamimnda magnezyum, kalsiyum,

potasyum ve sodyum tuzlarmin sinirlandirilmasi ile ramnolipid iiretiminin arttigini

(82)

rapor etmislerdir Kiiltiir ortamlarinda demir miktarmin smirlandirilmasi

(112) (82)

Pseudomonas  fluorescens ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin

(113) (114)

biyosiirfektan sentezini stimiile ederken, Bacillus subtilis' ~’ ve Rhodococcus sp.

tiirlerinde biyostirfektan liretimini azalttig1 rapor edilmistir.

1.1.12. Biyosiirfektanlarin Uygulama Alanlan

Biyosiirfektanlar, farkli mikroorganizmalar tarafindan sentezlendiklerinden ¢ok

farkli kimyasal yap1 ve yiizey Ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle, bu molekiillerin

(115)

dogal rolleri hakkinda genelleme yapmak oldukg¢a giictiir' . Biyosiirfektanlar
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emiilsiyonlastirici, seyreltici, 1slatma, kopiirtme, solubilizasyon ve dispersiyon,
paslandirmay1 onleme ve akiskanligi azaltma, deterjan ve islevsel gida maddeleri
olabilme Ozelliklerinden dolay1 petrol, petrokimya, ¢evre yonetimi, ilag, kozmetik,
kisisel bakim iirtinleri, gida-igecek sanayi, tarim uygulamalari, madencilik, seramik,
insaat sektorii, boya sanayi, metal endiistrisi ve deri isletmesi gibi bir¢ok alanda
kullanilabilmektedirler (Cizelge 1.3). Terapotik ve biyomedikal o6zellikleri ile
biyosiirfektanlar tip alaninda da genis uygulama alan1 bulmaktadir. Antibakteriyel,
antifungal, antiviral ozellikleri sayesinde immun sistemin giiclendirilmesinde ve
diizenlenmesinde de kullanilabilmektedir. Dogada, biyosiirfektanlar hidrofobik
molekiillerin  biyolojik  kullanilabilirligini  arttrrmada, biyofilm olusturmada,
mikroorganizmalarin bir araya gelme hareketini saglamada ve hiicresel fizyolojik
proseslerde de rol oynamaktadir. Ayrica fibrin olusumu ve cesitli patojenik

mikroorganizmalara kars1 anti-adhesiv aktivite sergilemektedirler'®.

1.1.12.1. Endiistriyel ve Cevresel Uygulamalar

Tim diinyada biyosiirfektan endiistrisi hizla gelismektedir ve 6zellikle 1972-
1982 wyillar1 arasinda bu endistrinin gelisimi ¢ok hizli olmustur. Bu gelisim,
biyosiirfektanlarin sundugu ucuz substrat, diisiik maliyet, yliksek verim ve diisiik
toksisite avantajlar1 ile daha fazla artis gostermektedir. Mikrobiyal siirfektanlarin
glindeme gelmesi ile petrol iirtinlerinden tiiretilen kimyasal siirfektanlarm kullanimi
azalmistir. Cogu kimyasal siirfektan dogal ekosistemlerde birikerek ciddi
problemlere yol ag¢maktadir. Bu nedenle biyosiirfektanlar agikca goriinen
avantajlarindan dolay1 pek ¢ok alanda kimyasal siirfektanlarin yerini almaktadir.

Biyosiirfektanlar endiistriyel temizlik, kagit, metal, tekstil, kozmetik, ilac,
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petrokimya endiistrileri ile tarim ve ingsaat gibi cesitli alanlarda pek

uygulamalarda yer almaktadir

Cizelge 1.3. Biyosiirfektanlarin uygulama alanlar1 ve uygulama sekiller

(76,77)

{107)

Uygulama Alani Uygulama sekli
Petrol

Rafine tirtinler Emiilsifikasyon
Geri kazanim Degredasyon
Akiskanlar

Tanklar

Metal Endiistrisi Kopiiklenme
Levha kaplamalar Islatma

Bigimlendirme
Paslanma

Kagit Endiistrisi

Kagit hamuru
Kagit makinelar1

Tekstil Endiistrisi

Boyama
Basma
Iplik

Tarimsal uygulamalar

Gubreleme
Arindirma

Gida endiistrisi

Yaglar
Bitkiler
Meyve ve sebzeler

Ekmek

Korozyon inhibisyonu
Emiilsifikasyon
Yikama

Kopiik giderimi
Islatma

Islatma
Yumusatma
Yaglama
Penetrasyon
Emiilsifikasyon
Koruma
Giderme
Stabilizasyon
Katk1 maddesi
Kivam ayarlama
Koruma

Raf dmriunii uzatma
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Kiy1 ve denizlerde tanker bosaltimi, kazalar veya petrol islenmesi sonrasinda
sucul ortama yayilan aromatik hidrokarbon icerikli petrol kirliligi tiim diinyada
oldugu gibi Tiirkiye’de de Onemli problemler arasindadir. Biyosiirfektanlarin
denizlerdeki bu petrol kirliliginin giderilmesinde kullanildigi ¢ogu arastiricilar
tarafindan rapor edilmistir. 1990°da yasanan Exxon Valdez kazasinda denize yayilan
petroliin temizlenmesinde biyosiirfektan uygulamas1 gergeklestirilmistir. Laboratuar
kosullarinda da biyostirfektan iireten mikroorganizmalarin ¢ok miktarda petrol

bulunan ortamlarda dogal olarak degredasyon yapabildikleri gézlenmistir”’'*?.

Biyosiirfektanlar petrol ve tiirevlerinin yiizeyler tarafindan emilimlerini
kolaylastirmakta ve biyodegredasyon yapan mikroorganizmalar tarafindan
kullanilabilirliklerini arttrmaktadir. Biyosiirfektanlar topraktaki petrol tabakalarmin

gideriminde de kullanilabilmektedir'''

. Oberbremer ve arkadaslary, topraktaki
hidrokarbon yapidaki bilesiklerin bakteriler tarafindan 114 saatte %81 oraninda
yikilabilirken, ortama biyosiirfektan ilavesi sonrasinda hidrokarbon yikimimnin 79

saate %90 oraninda tamamlandigini rapor etmislerdir’'®.

Biyosiirfektan uygulamalarmm 6nemli oranda kullanim potansiyeli, petroliin
mikrobiyal geri kazanimi iizerinedir. Geri kazanmimda yiizeyler arasi gerilimin
diistiriilmesi amac1 ile depolara inokiile edilen mikroorganizma biyosiirfektan
iretmesi i¢cin indiiklenmektedir. Petroliin mikrobiyal geri kazanimi icin {i¢ farkl
yontem baz almarak cesitli modifikasyonlarla uygulanabilmektedir. Bu yontemler; 1.
endiistriyel kosullar altinda kesikli ve devamli mikroorganizma kiiltiirlerinin rezerv
icerisine  inokiile  edilmesi, 1. mikroorganizmalar  tarafindan iiretilen

biyosiirfektanlarin rezerve penetrasyonunun saglanmasi, iii. indirgen biyosiirfektan
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iretebilen mikroorganizmalarin rezerv igerisine besin enjeksiyonu ile iretilmesi,

seklinde siralanabilmektedir’®"".

Biyosiirfektanlar emiilsifikasyon 0Ozellikleri ile petrol hatti ve tasimacilik
alanlarinda da kullanilmaktadir. Banat ve arkadaslari, biyosirfektanlarin petrol
depolayan tanklar1 temizliginde kullanilabildigini ve emiilsifiye ettigi ¢camurdan
hidrokarbonlarin geri kazanilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica iki ton biyosiirfektan
iceren hiicre kiiltiiriiniin 850 m’ petrol tankmi temizlemek igin kullanildigini,
yaklasik olarak % 91 (tankin 744 m’ ‘lik alani) oraninda verim elde edildigini ve

petroliin yeniden satilabilir halde geri kazanildigini rapor etmislerdir’®”,

Biyosiirfektanlarin agir metal kirliliginin gideriminde kullanilmas1 da ¢evresel
uygulamalardan biridir. Ramnolipid uygulamasi ile topraktan kadmiyum, kursun ve
cinko metallerinin uzaklastirilabildigi tespit edilmistir ve ramnolipidin yiiksek
konsantrasyonlarda uygulanmasi ile kadmiyumun toksisitesisinin tamamen
giderildigi, esit konsantrasyonlarda eklendiginde ise kadmiyum toksisitesinin
azaldig1 rapor edilmistir. Ramnolipid, kadmiyumun hiicre yapisina almnimi
degistirmek i¢in hiicre ylizeyiyle etkilesime girmektedir. Surfaktinin glutamat
kisimlar1 Mg, Mn, Ca, Ba, Li, Rb gibi metalleri baglayabilmektedir. % 0,25 oraninda
surfaktin ile yikanmis topraktan %70 oraninda Cu ve %22 oraninda Zn

uzaklastlrllmlst,r(%,l 17.118)

Literatiirde = mikroorganizmalar, algler, bitkiler,
aktiflestirilmis komiir ve ¢ok farkli yapida kimyasal bilesen ve polimerlerle agir
metal giderimi ¢alisilmistir. Fakat biyostirfektanlarla agir metal giderim konusundaki

calismalar sinirhidir ve heniiz istenilen noktaya ulagilmamistir. Mikroorganizmalar

kullanilarak agir metallerin biyolojik olarak iyilestirilmesi (biyoremediasyon) sadece
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bilimsel gelisme agisindan degil ¢evresel uygulanabilirlik acisindan da son yillarda

biiytik ilgi gormektedir.

1.1.12.2. Biyomedikal Uygulamalar

Biyosiirfektanlar, terapotik ve farmakalojik alanlarda da oldukca dikkat ¢eken
ajanlardir ve biyomedikal alanlardaki uygulamalar1 Cizelge 1.4’te Ozetlenmistir.
Bilinen ilk biyosiirfektanlardan olan surfaktinin pek ¢ok farmakolojik uygulamalarda
kullanildig: rapor edilmistir. Bu uygulamalardan bazilar: fibrin pihtisinin 6nlenmesi,
hemoliz, antitiimor, antiviral ve antifungal aktivite, iyon kanallar1 formasyonu ve
gastrik  llsere karst koruma olarak sayilabilir. Bazi lipopeptit yapidaki
biyosiirfektanlar graniilosit-makrofaj kolonilerinin olusumunu stimiile eden faktorleri
arttirmaktadir. Glikolipid yapidaki bilesiklerin enfeksiyon bolgesine ila¢ taginimini

76,77)

kolaylastirdigi da belirtilmektedir' Biyosiirfektanlarm, 16kositlerde HIV

viriisiiniin ~ gelisimini  inhibe  ettigi  tespit edilmistir'''”. Haferburg ve

arkadaslari, %12’lik ramnolipid emiilsiyonunun Nicotiana glutinosa yapraklarini

enfekte eden tiitiin mozaik viriisiiniin gelisimini inhibe ettigini rapor etmislerdir''*".

Biyosiirfektanlarin antimikrobiyal ve antifungal 6zellikleri de ¢ogu arastirici
tarafindan rapor edilmistir. Bacillus subtilis’in sentezledigi siklik lipopeptit (surfaktin
veya subtilisin), Bacillus brevis’in sentezledigi siklosimetrik dekapeptit olan
gramisidin S ve Bacillus polymyxa’nin sentezledigi polimiksin biyosiirfektanlarinin
antibiyotik 6zelligine sahip oldugu tespit edilmistir''*"'**. Pseudomonas aeruginosa
ATI0’ dan elde edilen ramnolipidin; Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Alcaligenes faecalis (32 mg/mL), Serratia marcescens, Mycobacterium phlei (16

mg/mL) ve Staphylococcus epidermidis (8 mg/ mL) bakterilerine kars1 milkemmel
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antimikrobiyal Ozellik sergiledigi, Aspergillus niger (16 mg/mL), Chaetonium
globosum, Penicillium crysogenum, Aureobasidium pullulans (32 mg/mL)
funguslarina ayrica  Botrytis cinerea ve Rhizoctonia solani (18 mg/mL) bitki

patojenlerine kars1 inhibitor aktivite gdsterdigi belirlenmistir''*?.

Cizelge 1.4. Biyosiirfektanlar ve biyomedikal uygulamalari

Mikroorganizma Biyostirfektan ~ Aktivite/Uygulamalar

Pseudomonas aeruginosa Ramnolipid -Mycobacterium tuberculosis’e karsi

antimikrobiyal aktivite

-Antimikrobiyal ve antifungal aktivite
Bacillus subtilis Surfaktin -Hemolitik aktivite

-Antitumor aktivite

Bacillus subtilis Iturin -Antimikrobiyal ve antifungal aktivite

-Hiicre membraninda iletkenlik artis1

Bacillus licheniformis Lichenisin -Antibakteriye aktivite

-Hiicre zar1 biitiinliglinde bozulma

Rhodococcus erythropolis -HSV ve influenza virusiine

Trehalose lipid kars1 antiviral aktivite

Streptococcus
o -Mayalarda yiizeye baglanmada
thermophilus Glikolipid
azalma
Lactobacillus Surlaktin -Enterik bakterilerde ylizeye
baglanmada azalma
Bacillus pumilus Pumilasidin -HSV’ye kars1 antiviral aktivite
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Sophorolipidler ve ramnolipidlerin bitki ve tohum patojeni funguslara karsi
etkili antifungal ajanlar oldugu ifade edilmistir ve 200 mg/L ramnolipid ile 500 mg/L
sophorolipidin Phytophthora sp.’nin miselyum gelisimini % 80 oraninda inhibe ettigi
gdzlenmistir''*>. Ramnolipidler, bakteriyel membran lipopolisakkaritlerinin yikimmna
sebep olarak membran biitiinliiglini bozmakta ve bu fonksiyonu ile antibiyotik
ozelligi gostermektedir. Bu avantajlardan faydalanilarak antibiyotik tedavilerinde

gerekli goriilen dozlarm azaltilmasi mimkiindiir'>*'>.

1.1.12.3. Gida Teknolojisi Uygulamalar

Biyosiirfektanlar gida endiistrisinde 6zellikle emulsifiyer, koptirtme, 1slatma ve

¢oziicli, antiadhesiv and antimikrobiyal ajanlar olarak yararli Gzellikler

(767D Biyosiirfektanlar, gida endiistrisinde gida katki maddesi

sergilemektedirler
olarak bircok uygulamalara sahiptir. Lesitin ve tiirevleri, gliserol, sorbitol igeren yag
asidi esterleri veya son zamanlarda sentezle birlestirilen oligopeptit iceren
monogliseridlerin etilen glikol ve etil oksitlenmis tiirevleri diinya genelinde
emiilsifiyer olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Bunlar kivam ve yogunluk
ayarlamalarinda veya degisik fazlarin dagitiminda c¢ogunlukla tercih edilmektedir.
Ayrica firincilik ve et tirlinlerinde, kismen pargalanmis yaglarin emiilsifikasyonunda

(122)

kullanilmaktadirlar “~. Candida utilis tarafindan iiretilen biyosiirfektan yeni ve

potansiyel emiilsifiyer olarak gida sektdriinde kullanilmaktadir'?®.

Bu tir
biyosiirfektanlarin =~ yag damlalarinin  bir araya toplanmasinin  kontroli,
havalandirilmis sistemleri stabilize etme, sivilarin kivamini ayarlama, nisasta igeren
drlinlerin raf omriinii uzatma, yagl triinlerin kivamimi ve yogunlugunu diizenleme

(127)

gibi islevleri vardir “”. Ramnolipid ilavesiyle hamur stabilitesinde, kivaminda,
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hacminde ve unlu mamiillerin korunmasinda bir gelisme elde edilmistir(]zg).

Firmmcilikta ve dondurma yapiminda biyosiirfektanlar kivami ayarlamada,
bayatlamay1 geciktirmede ve tat vermek i¢in katilan yaglarin ¢oziiniirligiinde
etkilidirler. Hatta yag stabilizatorii ve yaglarin sigramalarini engelleyici ajan olarak

da kullanilmaktadir''*”,

1.1.12.4. Kozmetik Sanayi Uygulamalan

Biyosiirfektanlar kozmetik sanayinde genis bir kullanim alanina sahiptir. Yiizey
aktif 6zellikteki biyosiirfektanlar cilt bakim {irtinlerinde ve sampuanlarda yaygim bir
sekilde kullanilmaktadir''*”. Biyosiirfektanlar nemlendirici ve cilde uygunluk gibi

(76)

ozelliklerinden dolay1 kisisel bakim iirlinlerinde de yerini almaktadi™. 1 mol

sophorolipid ve 12 mol propilen glikol iceren iiriinler yiiksek biyouyumluluk ve

nemlendirici 6zelligi sergilemektedirler®?.

1.1.12.5. Tarim Uygulamalan

Biyosiirfektanlar tarimsal alanlarda giibre ve pestisitlerin esit dagiliminda,
hidrokarbon yapidaki organik kimyasallarin ¢6ziinmesinde ve topraktaki agir
metallerin hidrofilizasyonunda kullanilmaktadir. Bu uygulamalar yaninda endiistriyel
kirliligin ve pestisitlerin giderilmesinde de kullanilmaktadir. Poliaromatik
hidrokarbonlar, trikloretilen, dioksin gibi endiistriyel kirleticiler; kerosen, dizel,
benzen gibi rafineri atiklar; kadmiyum, kursun gibi agr metaller ve cok cesitli

pestisitler biyosiirfektanlar ile tarimsal alanlardan rahatlikla uzaklastirilabilmektedir.
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Ayrica biyosiirfektanlar, bitki korumada, topragin gelistirilmesinde, hayvanlarda

yavrulamada ve giibrelemede de sik¢a kullaniimaktadir®-%®.

1.1.12.6. Diger Uygulama Alanlarn

Farkli molekiiler yapilar1 ve ylizey Ozellikleri sayesinde biyosiirfektanlar ¢ok
farkli alanlarda ve farkl sekillerde kullanilmaktadir. Madencilik alaninda inorganik
minerallerin dispersiyonunda, komiiriin islenmesinde, kiregtast flokiilasyonunda;
kagit hamuru ve kagit endiistrisinde, insaat sektorii, boya, deri ve metal
endiistrilerinde de biyosiirfektan kullanimina rastlanmaktadir. Macrocystis pyrifera
ve Azotobacter vinelandii tarafindan sentezlenen D-mannuronik asit ve D-glukuronik
asit iceren heteropolisakkaritler ~seramik endiistrisinde dispersan olarak

kullanilmaktadir®® 139,

1.1.13. Biyosiirfektanlarin Ticari Uretimi

Son yillarda biyosiirfektanlarin  ticari olarak tlretimi yogun olarak
calisiimaktadir. Uretimi, &zellikleri ve tiirleri ile ilgili bircok veri bulunmaktadir
fakat oncelikli hedef biiyiik 6lcekte tiretmek ve geri kazanmaktir. Her mikrobiyal
metabolitin liretim ekonomisi baslangigtaki ham madde maliyeti, uygun kullanim ve
tyilestirme prosediirii ve sentezleyen mikroorganizmalarin iiretme verimi olmak
iizere Ui¢ temel faktdrle yonetilmektedir. Boylece biyosiirfektan tretimi ile ilgili
ekonomik kisitlamalar 151g1nda, ii¢ temel stratejinin liretim maliyetini daha ucuz hale
getirdigi kabul edilmistir. Atik substratlar1 kullanarak maliyeti diisiirmek, maksimum

irtin ve etkili 1yilestirme yapabilmesi i¢in uygun kiiltiir kosullarim1 iceren
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biyoprosesleri gelistirmek, verimi arttirmak i¢in mutant ve rekombinant bakterileri
fazlaca iiretmek biyosiirfektan verimini arttran faktorlerdir??. Uretim maliyetini
azaltmak i¢in iirlin verimini ve {retim hizmi arttirmak, ekonomik yodntemler
gelistirmek, mikroorganizmalarin gelismesi ve slirfektan iiretimi i¢in ucuz,
yenilenebilir kaynaklar kullanmak gibi farkli yollar arastirilmaktadir. Ucuz ham
madde secenegi, kapsamli ekonomik islemlerde olduk¢a Onemlidir. Ham madde
miktar1 ve cinsi iiretim maliyetini biiylik 6lgiide etkilemektedir. Ham maddelerin
biyoteknolojik proseslerde %10-30 oraninda toplam {iretim maliyetinden sorumlu
oldugu tahmin edilmektedir. Bitkisel yaglar, yag fabrikasi atiklari, melas, hayvansal
yaglar, petrol atiklari, kizartma yaglar1 ve siit endiistrisi atik sular1 ¢esitli ucuz ham
maddeler olup mikroorganizmalarin gelismesi ve biyostirfektan liretiminde biiyiik bir

potansiyele sahiptir!'®!?".

Literatiirde ¢ok farkli ham madde secenekleri ile biyosiirfektan iiretimi rapor
edilmektedir. Bednarski ve arkadaslari, zeytinyagi fabrikas1 atik suyu ile
zenginlestirilmis besi ortamlarinda Candida apicola ve Candida antarctica ile

glikolipid yapida biyosiirfektan madde iiretimini ¢ahigmuglardir''*?.

Deshpande ve
Danieli, besiyerinde karbon kaynagi olarak hayvansal yaglarin kullanilmas: ile
Candida bombicola’dan sophorolipid biyosiirfektan madde tiretimini (12 g/L) rapor
etmislerdir"*®. Hayvansal ve bitkisel yaglar ile nisastaca zengin posalar ve melas
kullanilarak biyosiirfektan eldesi de c¢ogu arastirici tarafindan rapor edilmistir.
Ulkemizde ise bu konuda yapilan c¢alismalar smirhdir. Sidal ve arkadaslari,
zeytinyag1 fabrikasi atigindan Pseudomonas suslari ile biyosiirfektan iiretimini
gallsmlslardlr(l34). Bu arastiricilar biyosiirfektan liretimi iizerine ¢esitli parametrelerin

(pH, zaman, karbon ve azot kaynagi) etkisini incelemisler ve maksimum

biyosiirfektan iiretimini 0.875 g/l olarak rapor etmislerdir. Melas, hayvansal ve
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bitkisel yaglar, nisastaca zengin posalar gibi karbon kaynaklar1 besleyici 6zellige ve
ekonomik  degere  sahip  olduklarindan  c¢esitli  endiistri  kollarinda

degerlendirilebilmektedirler.

Organik kirleticiler igeren endiistriyel veya kentsel atiklarin biyosiirfektan
iretimi icin substrat olarak kullanilmasi hem iilke ekonomisine hem de cevre
kirliliginin giderimine O©nemli katkilar saglayacaktir ve iki kat kazang elde
edilecektir. Bu yolla hem atiklarin islenmesi ve iyilestirilmesi hem de degerli bir
iirlin olan biyosiirfektan tiretimi saglanmis olacaktir. Bu yaklasim atik sularin isleme
maliyetini azaltmakta ve biyosiirfektan {iretimi sayesinde olas1 bir kazang

olusturmaktadir'®,

1.2.Calismanin Amaci

Bu calismada, rafineri atik sulardan izole edilen farkli mikroorganizmalar ile
biyosiirfektan eldesi ve karakterizasyonu calisiimistir. Biyostirfektanlar ¢ogu
mikroorganizma tarafindan iiretilerek ortamdaki hidrokarbonlarin biyolojik olarak
parcalanmasini kolaylagtirmaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak calisma devaminda
izole edilen mikroorganizmalar ile hidrokarbon yapidaki petrol ve tiirevlerini igeren
rafineri atigmnin biyolojik olarak aritimasi arastirilmigtir. Bu amagcla atik su ile

izolatlar etkilestirilerek hidrokarbon degredasyonu incelenmistir.

Literatiirde ticari besiyerleri, g¢esitli besleyici 6zelli§i olan yaglar ve seker
pancart atiklar1 kullanilarak biyosiirfektan eldesi rapor edilmektedir. Bu calismada
biyosiirfektan eldesi i¢in rafineri atik suyu temel besiyeri olarak kullanilmistir. Bu

yolla hem sucul ortamin aritilmast hemde biyosiirfektan madde {iretimi
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gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen biyosiirfektanlarin yapisal ve
fonksiyonel 6zellikleri de incelenmistir. FTIR analizi, karbonhidrat, protein ve lipid
testleri ile biyostirfektanlarin yapisi; hemoliz testi, emiilsiyon indeksi, antimikrobiyal
aktivite, ylizey gerilimi ve agir metal tutma kapasitesi ¢alismalar1 ile fonksiyonel
ozellikleri arastirilmistir. Calisma kapsaminda biyosiirfektan madde iiretiminde
optimum kosullar (pH etkisi, NaNOs konsantrasyonu, karbon kaynagi etkisi, EDTA
varli1) arastirilmis ve belirlenen bu kosullar ile rafineri atik suyu modifiye
edilmistir. Biyosiirfektan iiretiminde optimum kosullarin arastirilmasi ile {iretim
veriminin arttirilmas1 amaclanmis, temel besiyeri olarak rafineri atik sularminin
kullanilmas1 ile de sistem maliyetinin azaltilmasi hedeflenmistir. Bu yolla diisiik

maliyetle yiiksek verim elde edilmis olacaktir.

Biyosiirfektan iiretimi ve karakterizasyonu ¢alismalar1 sonrasinda, izolatlar ile
hidrokarbon degredasyonu arastirilmistir. Kizilirmak Nehri aktigi hat boyunca
rafineri atiksu desarjlarina maruz kaldigi i¢in ¢esitli PAH tiirevlerini igermektedir.
Bu nedenle ilk olarak Kizilirmak iizerinde Kirikkale Rafineri Endiistrisi atig1 ile
kontamine olmus istasyonlardan aliman su ornekleri PAH igerigi bakimindan analiz
edilmistir. Daha sonra atik su Ornekleri biyosurfektan {iretimi i¢in optimum
kosullarla modifiye edilmis ve izolatlarla etkilestirilerek belirli zaman araliklarda
alman orneklerde hidrokarbon degredasyonu arastirilmis ve izolatlarin degredasyon
etkinlikleri  karsilagtirilmistir.  Petrol ~ degradasyonunun  analitik  olarak
dogrulanmasinin tespiti GC analizleri ile takip edilmistir. Degredasyon siiresince

biyosurfektan iiretimi de takip edilmis ve degredasyon iizerine etkileri incelenmistir.
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Ulkemizde biyosiirfektan iiretimi konusunda yapilan ¢alismalar biyosiirfektanin
iretimi ile smirl kalmig ve ticarilestirme boyutuna ulasilamamistir. Calismamizda
elde ettigimiz sonuglarm ticarilestirilme potansiyeli bulunmaktadir ve bu yolla
sirfektan maddelerininin ticari almimi konusunda Tiirkiye’nin yurt dismna
bagimhiligmin azaltilacagi diislincesindeyiz. Bu yolla ¢alismada elde edilen
biyosiirfektanlar malzeme, teknoloji veya teoride mevcuda gore iyilestirme veya

ilerleme yoniinden 6nemli katkilarda bulunacaktir.

Ortamdan petrol hidrokarbonlarmin bakteriler yoluyla uzaklastirilmasinin o
ortamin dogal bakterileri ile yapilmasi biyolojik 1iyilestirmeyi kolaylastiran ve
hizlandiran bir metottur. Bu yiizden sucul ekosistemlerden izole edilen bakterilerin
iilkemizdeki olas1 biyolojik 1yilestirme calismalarinda kullanilmak iizere
tanimlanmas1 6nem tasimaktadir. Bakteriler ile petrol hidrokarbonlar1 gibi bazi
kirleticilerin ~ giderilmesinde  biyodegredasyon gibi dogal mekanizmalarin

kullanilmasi ile potansiyel sekonder kirliliklerin 6niine gegilecegi diisiincesindeyiz.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan mikroorganizmalar, Kizilirmak iizerinde Kirikkale
Rafineri Endiistrisi atig1 ile kontamine olmus istasyonlardan alinan su 6rneklerinden
izole edilmistir. Ornekler steril siseler icerisinde laboratuar ortamma getirilmistir. Su
orneklerinden alinan 0.1 ml 6rnek, Nutrient agar besiyerine aktarilmis ve 35°C’de 48
saat inkiibe edilmistir (Niive ES 110). Inkiibasyon sonrasinda gelisimi gdzlenen
mikroorganizmalar ile tek koloni olusana dek ¢izgi ekimleri gerceklestirilmistir. Bu
besiyerlerinde gelisen bakterilerin koloni morfolojisi, gram boyama 6zelligi, oksidaz
testi ve pigment durumlar1 incelenerek, identifikasyonlar1 BD BBL Crystal
Enteric/Nonfermenter ID System kitleri ve Analitik Profil indeks (API) kitleri ile

VITEK 2 cihaz1 (Biomerieux) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tim izolatlarn stok kiiltiirler1 hazirlanmis ve daha sonraki calismalarda
kullanilmak tizere +4°C’de saklanmustir. Tiim ekim ve pasajlama islemleri steril

kabinde (Holten Laminair Model 1,2) ger¢eklestirilmistir.

2.2. Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Mikroorganizma iiretimi i¢in Zhang ve arkadaslari, tarafindan 6nerilen Mineral
Salt Medium (MSM) besiyeri kullanilmistir®”">. Mineral Salt Medium bilesenleri
Cizelge 2.1°de verilmistir. MSM besiyerinin pH’1 6.8 olarak ayarlanmig (Hanna Ins.)
ve 121°C’de 1 atm basing altinda 30 dakika otoklavda (Niive OT 020) steril edilerek

kullanilmastir.
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Cizelge 2.1. MSM besiyeri igerigi (g/L)

Igerik Miktar (g/L)
NaNO; 4.0
NaCl 1.0
KCI 1.0
CaCl,.2H,0 0.1
KH,PO4 3.0
Na,HPO4.12H,0O 3.0
MgSO, 0.2
FeS04.7H,O 0.001
FeCl;.6H,0 0.008
ZnS0,4.7H,0O 0.75
CoCl,.6H,0 0.08
CuS04.5H,0 0.075
MnS0O4.H,O 0.75
H;BO; 0.15
Na;Mo004.2H,0 0.05

2.3. Ekim ve Kiiltiirasyon

Daha Once hazirlanan stok kiiltiirleri kullanilarak mikroorganizmalar steril
MSM Kkiiltiirlerine aktarilmistir. Bu amagla tiim izolatlardan Mc Farland 2 (%1’lik
H,S04 ¢ozeltisinden 9.8 ml + %]1°lik BaCl, ¢ozeltisinden 0.2 ml) bulaniklik tiipiine
esdeger bulaniklikta steril serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ilave edilerek homojen
bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu siispansiyondan MSM besiyerlerine 1/20

(v/v) oranm saglayacak sekilde steril kosullarda ekim yapilmustir. Inkiibasyon,
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35°C’de 10 giin siire ile 150 rpm dongiisel c¢alkalama hizinda calkalamali

inkiibatorde ( Heidolph Ins., Unimax 1010) gerceklestirilmistir.

2.4. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Varh@inin Saptanmasi

Mikroorganizma kiiltiirlerinde biyosiirfektan {iretiminin belirlenmesi i¢in
Bodour ve arkadaslarinin rapor ettigi “drop collapse” yontemi kullamlmistir'*>. Bu
yontem icin 96 kuyucuga (microwell plate) sahip bir platform kullanilmistir.
Kiiltiirler 10000 rpm’de 20 dakika siire ile santrifiijlenmis (Eppendorf Ins.)
santrifiijleme sonrasinda siipernant Millipore Filtrasyon sistemi (Sigma Chem.) ile
filtre edilmistir. Elde edilen son filtrat biyosiirfektan varligi i¢in test sivisi, steril su
ve ekim yapilmamis besiyeri ise kontrol sivisi olarak kullanilmistir. Drop collapse
yontemi i¢in ilk olarak kuyucuklar 7 pl mineral yag ile kaplanmistir ve bir giin oda
sicakliginda bekletilmistir. Test ve kontrol sivilarindan alman 25ul’lik 6rnekler
45°C’lik a¢1 ile kuyucuklara damlatilmistir. Yag ile kaplanmig kuyucuklarda
damlalarin ¢6kme, yayilma yada stabil kalma durumlar1 gozlenerek biyostirfektan

varlig1 degerlendirilmistir.

2.5. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Miktarmin Olciilmesi

Kiiltiirlerde biyosiirfektan miktari, Zhang ve arkadaslarmin onerdigi fenol
siilfirik asit yontemi ile belirlenmistir®"®. Ilk olarak kiiltirler 10000 rpm’de 20
dakika siire ile santrifiijlenmis ve elde edilen siipernantlar Millipor seti ile filtre
edilmistir. Filtratlarda biyosiirfektan miktarmin tayini i¢cin 1.0 ml 6rnek, 1.0 ml fenol

(%5) ve 3.0 ml HySO4(%98) vorteks yardimi ile homojen bir sekilde karistirilmistir.
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Olusan renkli (sari-turuncu) bilesik spektrofotometrik olarak 480nm’de Sl¢iilmiistiir.
Biyosiirfektan madde miktarinin belirlenmesinde standart L-Ramnoz ¢ozeltileri (0.1-

1.0g/L) kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilmistir.

2.6. Optimizasyon Calismalan

Maksimum biyostirfektan {retimi elde edebilmek i¢in g¢esitli sistem
parametrelerinin biyosiirfektan iiretimi iizerine etkisi incelenerek optimum kosullar
belirlenmistir. izolatlar ile en uygun biyosiirfektan iiretim kosullarmin belirlenmesi
amaciyla, pH, karbon kaynagi etkisi, azot kaynagi etkisi ve EDTA etkisi gibi

parametreler incelenmistir.

2.6.1. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine pH Etkisi

Biyosiirfektan tiretimi iizerine pH etkisini belirlemek i¢in MSM besiyerinin
pH’1 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir izolat MSM
besiyerlerine inokiile edilerek 35°C’de 10 giin siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon

sonunda pH etkisi, biyosiirfektan miktarinin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

2.6.2. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Karbon Kaynag Etkisi

Biyosiirfektan {iiretiminde, bakteriyel kiiltlir icerisinde kullanilan karbon
kaynaklar1 hidrokarbonlar, karbonhidratlar ve bitkisel yaglar olmak {izere {i¢ ana
grupta toplanmaktadir. Biyosiirfektan liretimi lizerine karbon kaynagi etkisi glukoz,
mannitol, naftalen, mineral yag, parafin, ksilen, kerosen ve toluen kaynaklar ile test

edilmistir. Bu amagla temel besiyerine ilgili karbon kaynagi %1 (w/v, v/v) oraninda
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ilave edilmistir. 35°C’de 10 giin siire ile inkiibasyon sonrasinda karbon kaynaklarmin
biyosiirfektan tretimi {izerine etkisi, farkli karbon kaynagi igeren kiiltiirlerde

biyosiirfektan miktarinin 6l¢iimii ile belirlenmistir.

2.6.3. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Azot Kaynag Etkisi

Ramnolipid tiretiminde rol oynayan azot kaynag tiirleri Ramana ve Karanth’a
gore belirlenmistir*®. Buna gore azot kaynag1 olarak sivi besi yerlerine %0.1 (w/v)
oraninda NH4NO;3;, NH4H,PO4, (NH4),SO4, NH4sHCO;3;, NaNOs; ve KNO; ilave
edilmistir. Maksimum biyosiirfektan tiretiminin saglandigi azot kaynagi ile 0.1-

4.0g/L araliginda konsantrasyon taramasi yapilmaistir.

2.6.4. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine EDTA Etkisi

Metal iyonlarin1 yapisinda tutan ve hiicre gecirgenligini etkiledigi diisiiniilen
EDTA ajaninin biyosiirfektan iiretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla, besi
ortamimna 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.2 g/L olmak {iizere farkli konsantrasyonlarda EDTA
eklenmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir izolata ait kiiltiir ortaminda biyosiirfektan

miktar1 6lgiilerek EDTA etkisi belirlenmistir.

2.7. Rafineri Atigindan Biyosiirfektan Eldesi

Rafineri atigindan biyosiirfektan eldesi i¢in, Kirikkale rafineri sanayiden temin
edilen rafineri atik su 6rnegi temel besiyeri olarak kullanmilmistir. Rafineri atik suyu
ilk olarak Millipor Filtrasyon sistemi ile steril edilmis ve daha dnceki asamalarda

belirlenen optimum biyosilirfektan iiretim kosullar1 ile modifiye edilmistir.
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Mikroorganizmalar, 35°C’de 10 giin siire ile rafineri atik suyu iceren besiyerinde
inkiibe edilmis, kiiltlirlerde biyosiirfektan miktar tayini fenol-stilfirik asit yontemi ile
belirlenmistir. Kiiltiir ortamindan biyosiirfektanin izolasyonu i¢in, kiiltiirler 10000
rpm’de 20 dakika siire ile santrifiijlenmis ve biyosiirfektan presipitasyonu igin
santrifiijleme sonrasinda elde edilen siipernatant, 5 mol/L H,SOy ile ¢ozelti pH’1 2.0
noktasina ulasilana dek asidifiye edilmistir. Karigim 24 saat siire ile +4°C’de
bekletilmis ve olusan ¢okelti kloroform/metanol (1:1, v/v) karisimi ile ekstrakte
edilmistir. Evaporator ile ¢oziicliniin ortamdan uzaklastirilmasi saglanarak, elde
edilen ekstraktlar oda sicakliginda kurutulmus ve daha sonraki c¢alismalarda

kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.8. Biyosiirfektan Karakterizasyonu

Izolatlar tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarinm yapist ve ozellikleri gesitli
testlerle aydmlatilmaya calisilmistir. FTIR analizi ve protein, karbonhidrat, lipid
testleri ile biyosiirfektanlarin yapisi; yiizey gerilimi, emiilsiyon testi, antimikrobiyal
ve hemoliz aktivite testleri, agir metal giderim calismalar1 ile biyosiirfektanlarin
ozellikleri incelenmistir. Bu yolla ¢alismamizda elde ettigimiz biyosiirfektanlarin

yapist ve potansiyel kullanim alanlar1 da agiklik kazanmis olacaktir.

2.8.1. FTIR Analizi

[zolatlar tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarm yapisin1 aydinlatmaya yonelik
uygulanan ilk test FTIR analizidir. FTIR analizi ile biyosiirfektan yapisindaki

fonksiyonel gruplarin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla kuru biyosiirfektan
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ornekleri (1.0mg), KBr (0.1g) ile karistirilarak pellet hale getirilmis ve FTIR
spektrumlart alinmistir. FTIR spektrumlar1 400-4000 dalga boyu araliginda Perkin

Elmer Paragon 1000 cihazi ile elde edilmistir.

2.8.2. Karbonhidrat, Protein ve Lipid Analizleri

Biyosiirfektanlarin yapisindaki karbonhidrat analizi molish testleri *”, total
protein analizi biiiret ve ninhidrin testleri’*®, total lipid analizi ise fosfovanilin

-(139)

yontemi ile belirlenmistir.

2.8.3. Yiizey Gerilimi

Biyosiirfektanin yiizey gerilimi iizerine etkisini belirlemek tizere kiiltiirlerden
elde edilen siipernatant sivilarmnin yiizey gerilimi K6 tensiyometre (Kriiss GmbH,
Hamburg, Almanya) kullanilarak belirlenmistir. Kontrol sivist olarak ekimi
yapilmamis besiyeri ve su kullanilmistir. Her uygulamanin ii¢ paraleli de ayn1 sekilde

stirdiiriilmiis ve ortalama degerler alinmistir.

2.8.4. Emiilsiyon Testi

Emiilsifiyer ajan olarak kabul edilen biyosiirfektanin emiilsiyon indeksinin
(E24) belirlenmesi i¢in 2.0 ml siipernatant ve 3.0 ml mineral yag, kerosen, naftalen,
parafin, hekzadekan, gliserol, toluen ve ksilen bir vorteks yardimiyla 2 dakika siire
ile karigtirilmistir. 24 saat bekletilen ¢ozeltinin toplam yiiksekligi ve emiilsiyon

tabakasmin yiiksekligi belirlenerek Esitlik 1°den biyosiirfektanin emiilsiyon indeksi
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hesaplanmistir. Her uygulamanin ii¢ paraleli ayn sekilde yapilarak ortalama degerler

alimustir.

Emiilsiyon tabakasimin yiiksekligi
E24(%)= - x100 (1)
(Cozeltinin toplam yiiksekligi

2.8.5. Antimikrobiyal Aktivite

Biyosiirfektanlar bakteriyel membran biitiinliigiinii bozarak antimikrobiyal

129 " jzolatlara ait biyosiirfektanlarm antibakteriyel

aktivite sergilemektedirler
aktiviteleri Kirikkale Universitesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuaridan temin
edilen (Escherichia coli DM, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Staphylococcus
aureus COWAN 1, Klebsiella pneumonia FMC 5) mikroorganizma suslar1 ile disk
difizyon metodu kullanilarak belirlenmistir’*”. Bakteri (10’-10® adet/ ml) suslar1
Mueller Hinton Agara homojen bir sekilde asilanmistir. Kloroformda ¢oziinen
biyosiirfektan Ornekleri (20 mg/mL) mikropipet ile 6 mm ¢apindaki bos steril
antibiyotik disklere (20 pl/disk) emdirilmistir. Ekimi yapilan bakteri kiiltiirleri
iizerine biyosiirfektan emdirilmis diskler hafif¢e bastirilarak yerlestirilmistir. Bu
sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C’ de 1 saat bekletildikten sonra 37+0.1 °C de 18-

2442 saat siire ile inkiibe edilmistir'"*""'*?. Siire sonunda besiyeri iizerinde olusan

inhibisyon zonlar1 mm olarak degerlendirilmistir.

Biyosiirfektanlarin antifungal aktiviteleri Candidia albicans FMC 17 ve
Candida krusei (ATCC 6258) maya tiirleri ile Fusarium graminearum, Fusarium
avenaceum, Fusarium inflexum ve Fusarium heterosporium bitki patojenlerine karsi

test edilerek belirlenmistir. Bu amacla maya suslar1 (0.5-2.5x10° adet/ml) Sabouraud
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Dextrose Agara homojen bir sekilde asilanmistir. Ekimi yapilan maya kiiltiirleri
iizerine biyosiirfektan emdirilmis (20 mg/mL, 20 pl/disk) diskler hafif¢e bastirilarak
yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4 °C° de 1 saat bekletildikten

(141,142)

sonra 25+0.1 °C de 24-37 saat siire ile inkiibe edilmistir . Siire sonunda

besiyeri lizerinde olusan inhibisyon zonlar1 mm olarak degerlendirilmistir.

Antifungal ¢alisma kapsaminda biyosiirfektanlarm Fusarium graminearum,
Fusarium avenaceum, Fusarium inflexum ve Fusarium heterosporium un misel
gelisimlerine karsi etkileri Potato Dekstroz Agar ortaminda belirlenmistir. Bu amacla
kloroform igerisinde ¢6ziinen ve Milipor sisteminden filtre edilen biyosiirfektan
ornekleri Potato Dekstroz Agar ortamina (%5) ilave edilmistir. Kontrol gruplar1 ise
biyosiirfektan ilave edilmemis besiyerlerinde test edilmistir. Daha 6nce hazirlanan 7
glinlik Fusarium graminearum, Fusarium avenaceum, Fusarium inflexum ve
Fusarium heterosporium Xkiiltiirlerin dig ylizeyinden 5 mm genisliginde kesilen
diskler her petri kutusuna ayri ayr1 ters gevrilerek yerlestirilmis ve 28°C’de 7 giin
siire ile inkiibasyona birakilmistir. Misel gelisimleri koloni ¢ap1 dl¢iilerek belirlenmis
ve misel inhibisyonu yiizde olarak hesaplanmustir'’*’. Her uygulamann ii¢ paraleli

de ayni sekilde siirdiiriilmiis ve ortalama degerler alimastir.

2.8.6. Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktivite testi i¢in Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuarindan temin edilen kan 6rnekleri (10mL) her bir izolata ait biyosiirfektan
(25 ig/mL) ile 37°C’de 12 saat siire ile etkilestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kan
ornekleri 1000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatantta

hemoglobin analizi Heco cihazi ile belirlenmistir.
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2.8.7. Agir Metal Giderimi

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektan maddeler agir metal
kontaminasyonunun  giderilmesinde de 6nemli bir role  sahiptir’®'*?.
Mikroorganizmalardan elde edilen biyosiirfektanlarin agir metal tutma kapasitesi
farkli agir metal ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagcla endiistriyel
uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilan civa, kursun, kadmiyum, bakir, demir ve
cinko gibi metaller (60 mg/L) ile biyosiirfektan madde (1g/L) bes saat siire ile
etkilestirilmistir. Her bir slispansiyon orbital karistiricida (Nuve SL 350) 200 rpm'de
karistirilmig  ve silire sonunda Ornekler 3000 rpm'de 10 dakika boyunca
santrifiijlenmis ve siipernatant 0,45 m filtre kagidindan filtre edilmistir. Filtrat
biyosiirfektan tarafindan tutuklanan metal miktarmin belirlenmesinde kullanilmistir.
Her bir agir metal ile 20-60 mg/L derisimlerinde ¢bzeltiler hazirlanarak kalibrasyon
egrileri elde edilmistir. Etkilesim Oncesi ve sonrasinda cozeltideki civa, kursun,
kadmiyum, bakwr, demir ve ¢inko metal derisimleri Atomik Adsorpsiyon
Spektrofotometre (ATI Unicam 929 AAS) kullanilarak belirlenmistir. Bu yolla

calismamizda saflastirilan biyosiirfektanin agir metal kirliliginin giderilmesindeki

performansi test edilmistir.

2.9. Hidrokarbon Degredasyonunun Arastirilmasi

Optimum kosullarla modifiye edilmis rafineri atik suyu ve her bir izolata ait
hiicre Kkiiltiiriiniin 10 giin 35°C’de etkilestirilmesi ile degredasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda alinan orneklerde biyosiirfektan
iiretimi ve hidrokarbon degredasyonu arastirilmistir. Kiiltiirde biyosiirfektan iiretimi

daha once belirtilen fenol-siilfirik asit yontemi ile belirlenmistir. Hidrokarbon
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degredasyonu ise gaz kromatografisi ile incelenmistir. Bu amagcla su orneklerindeki
PAH bilesiklerinin ekstraksiyonu sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle yapilmistir. Su
orneklerinin ekstraksiyonu i¢in ayirma hunileri kullanilmistir. Ekstraksiyon iglemi 3
kez tekrar edilmis ve her bir ekstraksiyon sonucu elde edilen fazlar birlestirilmistir.
Ekstraktlar ilk olarak evaporatérde 15 mL’ye azaltilmig, daha sonra buharlastirma
hunilerinde alinarak su banyosu igerisinde hacmi 2 mL’ye diisiiriilmiistiir. Bu yolla
hazirlanan ekstraktlar gaz kromatografisine (GC) enjekte edilmistir’"*. Hidrokarbon
degredasyonu, DB-1 (J&W Scientific, CA) kapiler kolon ve alev iyonizasyon
detektoriine sahip Hitachi G-3500C 2010 (Shimadzu, Kyoto, Japan) gaz
kromatografisi ile belirlenmistir. Su Orneklerinin analizinde referans 6rnek olarak
hekzan kullanilmistir. Kromatogram sonucunda i¢ standart piki goriilerek geri alim
verimi de hesaplanmistir. Geri alim verimleri de g6z oniinde bulundurularak atik su

orneklerinde PAH konsantrasyonu Esitlik 2 kullanilarak hesaplanmistir.

HxCxVx1000
D= (2)
Hs X Venjx MxR

Esitlikte; D: atik su Orneklerinde PAH konsantrasyonunu (pg/L), H: uygulanan
orneklerin pik alanini, V: toplam hacmi (L), C: enjekte edilen standartin miktarini
(ng), R: geri alim verimi, M: ekstrakte edilen 6rnek miktarmi (L), Hg:standarta ait pik
alanini, Veq:enjekte edilen 6rnek hacmini (uL) ifade etmektedir. PAH ve tiirevlerinin

GC analiz kosullar1 Cizelge 2.2.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. PAH ve tiirevlerinin analizinde kullanilan GC kosullar1

Kolon

Dedektor

Tasiyic1 Gaz

Analiz Siiresi
Enjeksiyon sicakligi
Firin Sicakligt

DB-1 CA kapiler kolon
Alev Iyonizasyon Detektor
Azot, 1 mL/dak

70 dak.

250°C

40° C (1 dak.)
4°C/dak.-200°C(10 dak.)

2.10. istatistiksel Analiz

Calismalarda elde edilen verilerin

(Version,11.0) paket programi kullanilmistir. Aritmetrik ortalamalar, + standart
sapma olarak ifade edilmistir. Yiizey gerilimindeki degisimlerin anlamli olup

olmadigmi belirlemek i¢in pearson korelasyon testleri kullanilmistir. p<0.05

istatistiksel

degerlendirmelerinde

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Izolasyon ve Identifikasyon

Kirikkale Rafineri Endiistrisi atig1 ile kontamine olmus istasyonlardan alman su
orneklerinden dort farkli koloni tipi ayirt edilmistir. Kolonilerden alinan 6rneklerden
saflagana dek ¢izgi ekimler yapilmis ve elde edilen izolatlarin biyokimyasal, koloni
ve gram boyama 6zellikleri incelenmistir. Bu veriler kullanilarak tam identifikasyon
VITEK 2 cihaz1 ile API kitleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Identifikasyon
sonrasinda izolatlar Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia olarak tanimlanmistir. Dort izolata ait
biyokimyasal ve morfolojik 6zellikler Cizelge 3.1°de verilmistir. Tiim izolatlarin stok
kiiltiirleri hazirlanmis ve daha sonraki g¢aligmalarda kullanilmak tizere +4°C’de

saklanmustir.

Cizelge 3.1. izole edilen mikroorganizmalar ve biyokimyasal 6zellikleri

Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas  Burkholderia
aeruginosa putida fluorescens cepacia
Hiicre Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk
morfolojisi
Gram - - - -
Reaksiyon
Oksidaz + + + +
42°C’de lireme + - - +/-
H,S - - - -
Laktoz - - - +/-
Indol - - - -
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3.2. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Varhgimn Saptanmasi

Mikroorganizmalar tarafindan tretilen biyosiirfektan varliginin saptanmasi igin
MSM besiyerinde iiretilmis Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia kiiltiirleri 20 dakika siire ile 10000
rpm’de santrifiijlenmistir. Elde edilen supernatantlar, su ve ekim yapilmamis besiyeri
ornekleri mineral yag ile kaplanmis microwell plate icerisindeki kuyucuklara enjekte
edilmistir. Su ve ekim yapilmamis besiyeri 6rneklerinin sabit kaldig1 ve yayilmadigi,
izolatlara ait kiiltiir oOrneklerinde ise kuyucuklardaki damlalarin yayildigi ve
genisledigi gozlenmistir (Sekil 3.1). Izolatlar tarafindan biyosiirfektan iiretiminin
saptanmast sonrasinda Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia tarafindan iiretilen biyosiirfektan

maddeler siras1 ile BS-1, BS-II, BS-III ve BS-IV olarak kodlanmistir.

3.3. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Miktarimin Olgiilmesi

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve
Burkholderia cepacia mikroorganizmalar1 tarafindan biyosiirfektan {iretiminin
saptanmast sonrasinda kiiltiirlerdeki biyosilirfektan miktar1 belirlenmistir. Temel
MSM  besiyerinde  Pseudomonas  aeruginosa,  Pseudomonas  fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia mikroorganizmalar1 tarafindan
iiretilen biyosiirfektan miktar1 siras1 ile 843, 623, 741 ve 559 mg/L bulunmustur. Bu
verilerden en yiiksek biyosiirfektan iiretiminin Pseudomonas aeruginosa ile en diisiik

iiretimin ise Burkholderia cepacia ile elde edildigi belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Kontrol sivilar1 ve biyosiirfektan iceren sivilarin microwell plate
kuyucuklarinda dagilimi (a: su; b: ekim yapilmamis besiyeri; c: Pseudomonas
aeruginosa kultiri d: Pseudomonas putida kiltiri; e: Pseudomonas fluorescens

kiiltiirti; f: Burkholderia cepacia kiltiirii
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3.4. Optimizasyon Calismalan

Rafineri atik sular1 ile biyosurfektan iiretimine ge¢meden Once biyosiirfektan
iretiminde yliksek performans elde edebilmek i¢in pH, karbon kaynagi, azot kaynagi
ve EDTA varliginin biyosiirfektan iiretimi lizerine etkisi incelenmis ve biyosiirfektan
iretiminde optimum kosullar belirlenmistir. Biyostirfektan iiretiminde optimum
kosullarin arastirilmasi ile tek seferde yiliksek iiretim kapasitesinin elde edilmesi

amaclanmistir.

3.4.1. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine pH Etkisi

Mikroorganizmalarin {iriin olusturmalar: i¢in besin ortammin pH’1 6nemli bir
parametredir. Mikroorganizmalarin liremeleri i¢in, besiyerinin pH 'sinin optimal
sinirlar iginde bulunmasi gereklidir. Minimal ve maksimal pH limitlerine yaklastik¢a
ireme azalir ve durur. Bakterilerin optimal pH limitleri olduk¢a degisiktir. Her
mikroorganizma belirli bir pH araliginda optimum gelisme ve iriin sentezi
gostermektedir. Tlim izolatlar i¢in biyosiirfektan tliretimi {izerine pH etkisi 5.5-8.0
araliginda incelenmistir ve biitlin izolatlarin 5.5-6.0 ve 7.5-8.0 pH araliklarinda
disik biyosiirfektan iiretimi gosterdigi, pH 6.5-7.0 araliginda ise yiiksek
biyosiirfektan tretimi gosterdigi belirlenmistir. Pseudomonas aeruginosa ve
Burkholderia cepacia i¢in en yiiksek biyosiirfektan iiretimi pH 6.5’te siras1 ile 856 ve
575 mg/L olarak gozlenmistir. Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas putida
icin ise maksimum biyosiirfektan iiretiminin pH 7.0’de siras1 ile 638 ve 764 mg/L
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu sonucglardan izolatlarin notral ve notrale yakin

pH degerlerini tercih ettikleri belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Biyosiirfektan tiretimi tizerine pH etkisi

3.4.2. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Karbon Kaynag Etkisi

Biyosiirfektan iiretimi lizerine karbon kaynagi etkisi glukoz, mannitol, naftalen,
mineral yag, parafin, ksilen, kerosen ve toluen kaynaklari ile test edilmistir.
Pseudomonas  fluorescens  i¢cin  kiiltlirlerde  biyosiirfektan  iiretiminin
mineralyag>naftalen>parafin>toluen>kerosen>ksilen>mannitol>glukoz seklinde bir
siralama izledigi goézlenmistir. Pseudomonas aeruginosa igin en yiiksek {iretim
mineral yag iceren besiyerinde 819 mg/L olarak, en diisiik ise glukoz ve mannitol
iceren besiyerlerinde sirasi ile 504 ve 435 mg/L olarak gerceklestigi belirlenmistir.
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia izolatlarinin en yiiksek biyosiirfektan
iiretimini parafin iceren besiyerinde, en diisiik iiretimi ise mannitol igeren

besiortaminda gerceklestirdikleri belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Farkli karbon kaynaklarinin biyosiirfektan tiretimi {izerine etkisi

3.4.3. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Azot Kaynag Etkisi

Azot kaynaginin biyosiirfektan tiretimi lizerine etkisini belirlemek icin temel
besiyeri bilesimine NH4sNO;, NH4H,PO4, (NH4),SO4, NHsHCO3, NaNO; ve KNO;
azot kaynaklari ilave edilmistir. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia izolatlar1 i¢in diger azot kaynaklarina
kiyasla NaNO; igeren besiyerinde biyosiirfektan iiretimi acisindan daha yiiksek
verim elde edildigi tespit edilmistir (Sekil 3.4). Optimum azot kaynagi
konsantrasyonunu tespit etmek i¢in farkli oranlarda (0.1-4.0g/L) NaNO;

besiortamina ilave edilmis ve en i1yi sonu¢ 1g/L’ lik derisimde bulunmustur.
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Sekil 3.4. Farkli azot kaynaklarmin biyostirfektan liretimi tizerine etkisi

3.4.4 Biyosiirfektan Uretimi Uzerine EDTA Etkisi

Hiicre duvar1 gegirgenligini arttirdigi diisiiniilen EDTA ajaninin biyosiirfektan
dretimi iizerine etkisi Sekil 3.5’te verilmistir. 0.01-0.05 g/L araligindaki diisiik
konsantrasyonlarda EDTA varliginin biyosiirfektan tiretimini artirdigs, 0.1 ve 0.2 g/L
konsantrasyonlarinda ise bakteri gelisiminin ve buna bagh olarak biyosiirfektan
dretiminin azaldig1 belirlenmistir. Test edilen konsantrasyonlarda en yiiksek
biyosiirfektan tiretimi 0.05g/L EDTA konsantrasyonunda gdzlenmistir ve
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,

Burkholderia cepacia i¢in swrasi ile 897, 711, 789 ve 664 mg/L olarak bulunmustur.
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Sekil 3.5. Biyosiirfektan tiretimi tizerine EDTA etkisi

3.5. Rafineri Atigindan Biyosiirfektan Eldesi

Biyosiirfektan iiretiminin optimum oldugu sistem parametrelerinin (pH, karbon
kaynagi, azot kaynagi gibi) belirlenmesi sonrasinda, rafineri atik su 6rnekleri temel
besiyeri olarak biyosiirfektan iiretiminde kullanilmustir. {lk olarak rafineri atik suyu

icerik bakimindan incelenmis ve veriler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Rafineri atik su icerigi

Parametre Miktar
Al 0.89 ppm
Fe 11.7 ppm
Mn 0.4 ppm
Pb 0.03 ppm
Zn 1.67 ppm
Cu 0.02 ppm
TPH* 152 mg/L
pH 9.2

*TPH:Toplam Poliaromatik Hidrokarbon
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Elde edilen veriler sonrasinda rafineri atik su pH’s1 optimizasyon ¢alismalarinda her
bir izolata ait elde edilen optimum pH’a goére ayarlanmistir. Ayrica atik su
orneklerine 0.05g/LL EDTA ve 1.0 g/L NaNO; ilave edilmis, rafineri atik suyunda
hidrokarbon yapida bilesiklerin saptanmasi ile karbon kaynagi olarak herhangi bir
ilave yapilmamigtir. Mikroorganizmalar, 35°C’de 10 giin siire ile rafineri atik suyu
iceren besiyerinde inkiibe edilmis ve kloroform/metanol ekstraksiyonu sonrasinda
biyosiirfektan kat1 halde elde edilmistir. Mikroorganizmalar tarafindan temel MSM
besiyerinde {iretilen biyosiirfektan miktarina kiyasla rafineri atik su iceren
besiyerinde BS-I, BS-I1, BS-III ve BS-1V iiretim miktarmnin siras1 ile 1.28, 1.44, 1.42

ve 1.61 kat azaldig1 belirlenmistir.

3.6. Biyosiirfektan Karakterizasyonu

[zolatlar tarafindan iiretilen BS-I, BS-1I, BS-III ve BS-IV biyosiirfektanlarmin
yapis1 FTIR analizi ve protein, lipid, karbonhidrat testleri ile, 6zellikleri ise ylizey
gerilimi, emiilsiyon testi, agir metal giderimi, antimikrobiyal ve hemoliz aktivite

testleri ile aydinlatilmistir.

3.6.1. FTIR Analizi

Izolatlara ait biyosiirfektanlarm karakterizasyon c¢alismalarmmda BS-I
biyosiirfektanina ait FTIR spektrumunda gdzlenen 1645 cm™’de gozlenen titresimler
—C=0 baglarini, 3400cm™’de gdzlenen titresimler —OH baglarmni, 3000 cm’
civarinda goriilen sik titresimler ise —CH, zincirlerini gostermektedir (Sekil 3.6). BS-

II biyosiirfektanina ait spektrumda 3200-3500 cm™ araligindaki sik titresimler —CH,
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ve —OH gruplarinin varligina isaret etmektedir. Ayni spektrumda —CHj alifatik
zincirlerden kaynakli 2960 cm™ de titresimler ve —~C=0 baglarindan kaynakli 1650
cm’ de titresimler de gozlenmistir (Sekil 3.7). BS-III biyosiirfektanina ait
spektrumda ise 3401 cm™’de —OH gruplarindan, 2966 cm™’de —CHj3 zincirlerden,
1539 ecm™’de —C-N baglarindan ve 1659 cm™’de —C=0 baglarindan kaynaklanan
titresimler gézlenmistir (Sekil 3.8) . BS-1V biyosiirfektani ile elde edilen spektrumda
1648 cm'’de gozlenen titresimler —C=0 baglarinmn, 1537cm™’de gbzlenen
titresimler —C-N baglarinmn, 3320 cm’ civarinda goriillen sik titresimler —NH
baglarmm ve 2965 cm-'"de gdzlenen titresimler ise —CHj zincirlerinin varhgma

isaret etmektedir (Sekil 3.9).

3.6.2. Karbonhidrat, Protein ve Lipid Analizleri

Tripeptitler ve proteinler biliret reaktifi ile renk olsturarak pozitif sonug
vermektedir. Ninhidrin reaksiyonu ise aminoasitlerin amino grubunun ninhidrin ile
reaksiyon vererek mavi-mor renkli iirlin olusumu prensibine dayanmaktadir. BS-I,
BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarmin biliret ve ninhidrin testleri ile negatif sonug
verdigi gézlenmistir. BS-IV biyosiirfektaninin ise biiiret reaktifi ile renk olusturdugu
ve ninhidrin reaksiyonu ile pozitif sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Molish testi
karbonhidratlarin tayininde kullanilan bir yontemdir ve bu yontemle BS-I, BS-II ve
BS-III biyosiirfektanlarmin pozitif, BS-IV biyosurfektaninin ise negatif sonug verdigi
gozlenmistir. Fotometrik bir metot olan fosfovanilin yontemi, lipidlerin fosforik asit
ve sililfirik asitli sicak ortamda vanilin ile pembe renk olusturma esasina
dayanmaktadir ve bu yontemle BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV biyosiirfektanlarinin

pembe renk olusturdugu ve pozitif reaksiyon verdigi gozlenmistir.
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Sekil 3.6. BS-I biyosiirfektanina ait FTIR spektrumu
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75



T

T

63

&0

L

L0

40

35

10

4

(N1

043

4000 3000 2000 1500 1000 500 400.0
ctn-1

Sekil 3.8. BS-III biyosiirfektanina ait FTIR spektrumu

14.1%
13,5

130
115
1o
115
110
105
10
HE-
0
82
S0

g
65
60
58

20
4.2
40

35

138

4000 3000 2000 1500 1000 450.0

Sekil 3.9. BS-1V biyosiirfektanina ait FTIR spektrumu

76



3.6.3. Yiizey Gerilimi

Izolatlara ait kiiltiirlerde yiizey gerilimindeki degisimler incelenmis ve test
edilen tiim kiiltiirlerde yiizey geriliminin ekim yapilmamis besiyerine kiyasla 6nemli
derecede azaldigi belirlenmistir (Cizelge 3.3). Yiizey geriliminde en belirgin azalma
Pseudomonas aeruginosa kiiltiiriinde gozlenirken, en diisiik degisim Pseudomonas
Sfluorescens kiiltiiriinde gozlenmistir. Tiim izolatlara ait kiiltiirlerde yiizey geriliminde

gozlenen azalmalar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 3.3. Izolatlara ait kiiltiirlerde yiizey gerilimi

Yiizey gerilimi  Yiizey gerilimini azaltici
Test s1vis1

(mN/m™) Etki (%)
Su 73.1£0.13 -
Ekim yapilmamis besiortami 67.3+0.85 -
Pseudomonas putida kiiltiiri 49.2+0.53 27
Pseudomonas aeruginosa kiltiirti 35.9+0.24 46
Pseudomonas fluorescens kiiltiirii 51.6+£0.79 23
Burkholderia cepacia kiiltiirti 45.7+0.43 32

3.6.4. Emiilsiyon Testi

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve
Burkholderia cepacia izolatlar1 tarafindan tretilen biyosiirfektanlarin mineral yag,
kerosen, naftalen, toluen, ksilen, gliserol, hekzadekan ve parafin hidrokarbonlarina
kars1 gosterdigi emiilsifikasyon 6zelligi Cizelge 3.4.’te verilmistir. Biyosiirfektan ile
hidrokarbonlarin karistirilmas1 sonrasinda ara fazda bir emiilsiyon tabakasi
olusmaktadir ve bu tabakanin yiliksekligi hidrokarbon tiiriine gore ¢esitlik

gostermektedir. BS-I, BS-II ve BS-IIl biyosiirfektanlarm kisa zincirli
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hidrokarbonlara kiyasla uzun zincirli hidrokarbonlara kars1 yiiksek emiilsifikasyon
ozelligi sergiledigi  belirlenmistir. BS-IV  biyosiirfektanin  emiilsifikasyon

aktivitesinin ise hidrokarbon yapist ile iligkili olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 3.4. Biyosiirfektanlara ait emiilsiyon indeksi

Emiilsiyon indeksi (%)

BS-1 BS-II BS-II1 BS-1V
Mineral yag 69.7+0.32 57.2+0.71 61.0+£0.45 55.240.81
Kerosen 55.6+£0.56 65.4+0.34 59.2+0.39 61.3+0.45
Naftalen 65.4+0.43 62.5+0.88 64.5+0.76 45.6+0.33
Toluen 55.3+0.32 58.9+0.56 45.8+0.51 30.84+0.29
Ksilen 49.1+0.67 53.840.79 36.9+0.72 50.44+0.56
Gliserol 37.2+0.51 44.2+0.63 42.6+£0.65 44.1+0.68
Hekzadekan 61.4+0.32 51.5+0.31 54.3+0.89 52.7+0.73
Parafin 75.3£0.43 69.3+0.42 70.2+0.61 58.0+0.55

3.6.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

BS-1, BS-II, BS-III ve BS-IV biyosiirfektanlarinin ¢alismada kullandigimiz
bakterilere karsi olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 Sekil 3.10.’de verilmistir. Herbir
biyosiirfektan 6rneginin test edilen bakteriler iizerine farkli oranlarda inhibisyon
zonu olusturdugu gozlenmistir. BS-I biyosiirfektaninin en fazla etkiyi 14 mm’lik
inhibisyon zonu ile E.coli’ye kars1 gosterirken, BS-II biyosiirfektani 16 mm’lik
inhibisyon  zonu ile K pneomoniae’e  karst = gOstermistir. Test
mikroorganizmalarindan K. pneomoniae’ ye karsi en etkili biyosiirfektanin BS-I1I
oldugu gozlenmistir. BS-IV ise en fazla etkiyi 19 mm’lik inhibisyon zonu ile

E.coli’ye kars1 gosterirken, en diisiikk etkiyt 12 mm’lik inhibisyon zonu ile S.

aureus’a kars1 gostermistir (Cizelge 3.5).

Calisgma kapsaminda izolatlara ait biyosiirfektanlarin antifungal etkileri

C.albicans ve C. krusei’ye kars test edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. izolatlara ait biyosiirfektanlarin antibakteriyel etkileri; a. P. aeruginosa,

b. K. pneomoniae, c. S.aureus, d. E. coli

Sekil 3.11. izolatlara ait biyosiirfektanlarin a. C. krusei, b. C. albicans tizerine

antifungal etkileri
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C.krusei’ye kars1 BS-1, BS-II, BS-III ve BS-1V biyosiirfektanlarin sirasi ile 15, 14,
17 ve ve 14mm’lik inhibisyon zonu meydana getirdigi belirlenmistir. BS-I, BS-II,
BS-IIT ve BS-IV biyosiirfektanlarin C.albicans’a karsi ise sirasi ile 13, 14, 12 ve
13mm’lik inhibisyon zonu meydana getirdigi gézlenmistir. BS-II biyosiirfektaninin

her iki mantar tiiriine esit derecede etki ettigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.5. Izolatlara ait biyosiirfektanlarm antimikrobiyal etkinlikleri

Inhibisyon zonu (mm)

Mikroorganizmalar BS-I BS-I  BS-II _ BSIV
E. coli 14 15 15 19
P. aeruginosa 12 13 15 14
S. aureus 10 9 15 12
K. pneomoniae 13 16 20 19
C. albicans 13 14 12 13
C. krusei 15 14 17 14

Antifungal ¢aligmalarin devaminda biyosiirfektanlarm kiif yapisindaki
Fusarium graminearum, Fusarium avenaceum, Fusarium inflexum ve Fusarium
heterosporium patojenlerine kars1 etkisi de incelenmistir. Izolatlara ait
biyosiirfektanlarin  Fusarium graminearum, Fusarium avenaceum, Fusarium
inflexum ve Fusarium heterosporium bitki patojenleri lizerine antifungal aktivitesi
Cizelge 3.6°’da verilmistir. Her bir biyosiirfektan ile misel gelisimi inhibisyonu
acisindan farkli sonuclar elde edilmistir. Antifungal calisma kapsaminda, Fusarium
graminearum’un misel gelisimi biyosiirfektan uygulanan gruplarda kontrole kiyasla
onemli derecede inhibe olmustur. Inkiibasyon siiresince Fusarium graminearum’un
BS-IV’e kiyasla BS-I, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarina kars1 daha duyarl oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.12). BS-I ve BS-II biyosiirfektanlari, Fusarium inflexum’da

misel gelisimini esit derecede inhibe ederken, en diisiik inhibisyon oranmi BS-IV
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biyosiirfektan1 gostermistir (Sekil 3.13). Fusarium heterosporium un misel gelisimi
iizerine en yiiksek inhibisyonu BS-I biyosiirfektan1 ve en diisiik inhibisyon oranini
BS-IIT biyosiirfektan1 gostermistir (Sekil 3.14). BS-1 ve BS-III biyosiirfektanlarinin
varliginda Fusarium avenaceum un misel gelisiminin sirast ile %50 ve %72 oraninda
inhibe oldugu, BS-II ve BS-IV biyosiirfektanlarina karsi daha diren¢li oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.15).

Cizelge 3.6. Biyosiirfektanlarin Fusarium graminearum, Fusarium avenaceum,

Fusarium inflexum ve Fusarium heterosporium 'un misel gelisimleri {izerine etkileri

' Inhibisyon (%)
Patojenler
BS-1 BS-1I BS-III BS-1V
Fusarium graminearum 65 61 66 27
Fusarium avenaceum 50 38 72 33
Fusarium inflexum 52 52 50 28
Fusarium heterosporium 73 66 56 60
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Sekil 3.12. Izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium graminearum’un misel

gelisimi tizerine etkileri; a.Kontrol, b. BS-1, c. BS-II, d. BS-III, e. BS-IV
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Sekil 3.13. izolatlara ait biyosiirfektanlarm Fusarium inflexum’un misel gelisimi

uizerine etkileri; a.Kontrol, b. BS-I, c¢. BS-1I, d. BS-III, e. BS-IV
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Sekil 3.14. Izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium heterosporium’un misel

gelisimi tizerine etkileri; a.Kontrol, b. BS-1, c. BS-II, d. BS-III, e. BS-IV
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Sekil 3.15. izolatlara ait biyosiirfektanlarm Fusarium avenaceum’un misel gelisimi

iizerine etkisi; a.Kontrol, b. BS-1, c¢. BS-II, d. BS-III, e. BS-IV
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3.6.6. Hemolitik Aktivite

Izolatlara ait biyosiirfektanlarm hemoliz aktiviteleri Cizelge 3.7.’de verilmistir.
Cizelgeden de goriildiigii gibi biyosiirfektanlar yiiksek derecede hemolitik aktiviteye
sahiptir. Biyosiirfektan igermeyen kiiltiirasyon siiresince c¢ok diisik miktarda
hemoglobinin (0.1g/dL) seruma gectigi gozlenmistir. Biyosiirfektan iceren kan
kiiltiirlerinde 1ise yiiksek derecede hemoliz sonucu hemoglobin molekiillerinin
seruma gectigi belirlenmistir. En yiiksek hemolitik aktivite Pseudomonas aeruginosa
tarafindan iiretilen BS-I biyosiirfektaninda gézlenmistir. En diisiik hemolitik aktivite

ise Pseudomunas putida tarafindan iiretilen BS-III biyostirfektani ile elde edilmistir.

Cizelge 3.7. Biyosiirfektanlarin hemolitik aktiviteleri

Uygulama Hemoglobin(g/dL)
Kontrol 0.1+0.11
BS-I 5.6+0.24
BS-II 3.9+0.16
BS-III 3.5+0.35
BS-IV 5.1+£0.24

3.6.7. Agir Metal Giderimi

Biyosiirfektanlar agir metallerin biyoremediasyonunda da yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu amagla ¢alisma kapsaminda endiistriyel atik sularda siklikla
bulunan civa(ll), kursun(Il), bakir(Il), kadmiyum(II), ¢inko(Il) ve demir(III)
metallerinin biyostirfektanlarla uzaklastirilmas: ¢alisilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 3.8’de Ozetlenmistir. BS-1 ve BS-II biyosiirfektanlar1 ile en yiiksek giderim

Cu(Il) metal iyonlarinda, en diisiik giderim ise Hg(II) metal iyonlarinda elde
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edilmistir. BS-III biyosiirfektan: igin Cu(II) metal iyonlar1 ile en yiliksek giderim
oranmna ulasilirken Fe(IIl) metal iyonlar1 ile en diisiik giderim saglanmistir. Diger
biyosiirfektanlardan farkli olarak BS-IV biyosiirfektaninin agir metal tutma
kapasitesi en yiiksek Pb(II) iyonlarina kars1 gozlenmis, en diisiik ise Hg(I) iyonlar1
ile elde edilmistir. Tiim biyosiirfektanlar birlikte degerlendirildiginde baskin olarak
Cu(II) gideriminde yiiksek performans elde edilmis, Hg(Il) giderimi diisiik oranlarda

saglanmigtir.

Cizelge 3.8. Biyosiirfektanlara ait agir metal giderim oranlar1

Giderim orant (%)

Hg(1l) Pb(1l) Cu(1l) Cd(ID) Zn(1) Fe(11I)

BS-I 28.9 52.3 64.0 48.7 33.4 31.5
BS-II 25.6 54.9 65.0 50.2 31.2 29.7
BS-III 31.5 56.7 68.9 53.4 39.8 26.4
BS-IV 23.0 61.2 59.8 49.7 30.9 27.3

3.7. Hidrokarbon Degredasyonu

Izolatlardan  biyosiirfektan eldesi ve karakterizasyonu calismalarmin
tamamlanmas1 sonrasinda tiim izolatlarla hidrokarbon degredasyonu ¢aligilmistir. Bu
amacla ilk olarak rafineri atik su Ornekleri Milipor sisteminden gegirilerek steril
edilmistir. Atik su drnekleri hidrokarbon icerigi bakimindan analiz edilmis toplam
poliaromatik hidrokarbon (TPH) igerigi 152 mg/L olarak belirlenmistir. Atik su
ornekleri her bir izolat i¢cin optimum pH, EDTA ve azot kaynagi ile modifiye
edilmistir. Tiim izolatlarda birinci giin hidrokarbon degredasyonunun oldukg¢a diisiik
oldugu, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida

ve Burkholderia cepacia izolatlar1 i¢in swas1 ile %1.8, %1.4, %0.9 ve %0.7
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degredasyon orani saptanmistir (Sekil 3.16). Ayn1 giin i¢in kiiltlir ortaminda iiretilen
BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV miktarlar1 ise sirasiyla 28.3, 17.2, 19.3 ve 13.6 mg/L
olarak belirlenmistir (Sekil 3.17). Degredasyonun ve biyosurfektan iiretiminin
kiiltiirasyonun 4. ve 5. giine kadar sabit oranlarda ve diisiik seviyelerde devam ettigi
belirlenmistir. Kiiltiirasyonun 6zellikle besinci giinlinde degredasyon oranmin 6nemli
bir sekilde arttigt ve Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia i¢in sirast ile %58.2, %26.2, %44.3
ve %19.18 degredasyon oranina ulasildig tespit edilmistir. Benzer sekilde izolatlarin
biyosiirfektan liretiminde 6zellikle dordiincti giinde 6nemli bir artis kaydedilmistir.
Bu artigin degredasyon oranina da yansidigi agiktir ve degredasyon oraninda sirasi ile
32, 18, 48 ve 27 kat arttig1 saptanmistir. Tiim izolatlar i¢cin degredasyon siiresi
arttikca degredasyon oranmin da artti1 belirlenmistir. Degredasyon 10 giin siire ile
devam ettirilmis ve %79.2 olarak en yiiksek degredasyon oranina Pseudomonas
aeruginosa ile ulasilmistir. Kiiltiirasyon siiresi sonunda Pseudomonas fluorescens
ile %54.0, Pseudomonas putida icin %69.5 ve Burkholderia cepacia ile %40.2
hidrokarbon degredasyon oranlarina ulasilmistir. Biyosiirfektan iiretimi ise onuncu
giin sonunda BS-I, BS-II, BS-III ve BS-1V i¢in sirast ile 712, 536, 448 ve 356 mg/L

olarak belirlenmistir.

GC analizleri sonrasinda elde edilen kromatogramda pik yogunlugundaki
degisimler hidrokarbon yapidaki bilesiklerin degredasyonunu dogrulamaktadir (Sekil
3.18). Kromatogramda izolatlarin kisa zincirli hidrokarbonlarmm degredasyonunda
daha basarili oldugu goriilmektedir. C16-C20 uzunlugundaki hidrokarbonlara ait pik
yogunlugunun degredasyon sonrasinda oldukca azaldigi belirlenmistir. C20-C28

uzunlugundaki hidrokarbonlara ait pik yogunlugunun ise yaklasik olarak sabit kaldig1
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yalnizca Pseudomonas aeruginosa ile bu araliktaki pik yogunlugunda ¢ok diisiik bir

azalma oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.16. Izolatlar tarafindan TPH degredasyonu
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Sekil 3.17. TPH degredasyonu siiresince biyostirfektan tiretimi
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10 20 30 40 50 60
Dakika

Sekil 3.18. TPH degredasyonuna ait GC kromatogrami, a. Degredasyon dncesi TPH
kromatogrami, b. Pseudomonas aeruginosa, c. Pseudomonas fluorescens, d.

Pseudomonas putida, e.Burkholderia cepacia ile degredasyon sonrast TPH

kromatogramlar1
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4. TARTISMA VE SONUC

PAH kontaminasyonu sonrasinda sucul sistemdeki dogal florada degisiklikler
olusabilmektedir ve PAH degredasyonu yapabilen tlirler baskin hale
gecebilmektedir'*®. Wemedo ve arkadaslari, kerosen ile kontamine olmus toprak
orneklerinde fungal flora kapsaminda Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Rhizopus,
Saccharomyces ve Mucor cinsine ait tiirleri izole etmislerdir™*” ve Rhizopus ile
Aspergillus cinsine ait tlirlerin kerosenli ortama cok cabuk adapte oldugu,
Penicillium, Fusarium, Mucor ve Saccharomyces cinsine ait tiirlerin ise biiylime
grafiklerinde  yavaslama  oldugu  gozlenmistir.  Doetsch,  Pseudomonas,
Flavobacterium, Alcaligen, Achromobacter, Arthrobacter, Bacillus ve Micrococus
cinslerine ait tiirlerinin hidrokarbon iceren ortamlarda gelisebildiklerini rapor
etmistir'*®. Okereke ve arkadaslari ise Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium,
Staphylococcus ve Actinomycetes bakterileri ile Candida, Mucor, Rhizopus ve
Aspergillus mantarlarinin hidrokarbon ile kontamine olmus toprak orneklerinde

yasayabildiklerini rapor etmislerdir!'*”

. Petrol ve tiirevlerini iceren endiistriyel
atiklarla  kontamine olmus dogal ortamlarda farkli mikroorganizmalar
bulunabilmektedir. Batista ve arkadaslari, REGAP-Gabriel Passos Rafinerisi
(Brezilya) atik sular1 ile kontamine olmus istasyonlardan bakteri ve mantarlardan
olusan farkli mikrobiyal koloniler izole etmislerdir'>”. Bakteriyel izolatlarin %44
oraninda gram negatif olduklar1 ve toplam bakterilerde 19 izolatin biyosiirfektan
drettigini drop collapse yontemi ile belirlediklerini rapor etmislerdir. Plaza ve

arkadaslari, Czechowice Rafinerisi (Polonya) atiklar1 ile kontamine olmus toprak

orneklerinde on alt1 bakteriyel izolata ulagsmislardir ve her bir izolatin biyosiirfektan
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iretme 6zelligini cahismislardir®?. Her iki calismada da bakterilerin izolasyonu
tamamlanmis fakat c¢aligma kapsaminda bakterilerin identifikasyonuna yer
verilmemistir. Jacques ve arkadaslari, petrol atiklari ile kontamine olmus toprak
orneklerinden yirmi alt1 izolat1 tespit etmislerdir ve tii¢ mikroorganizmanin
Pseudomonas cinsine ait oldugunu rapor etmislerdir'*?. Bhattacharya ve arkadaslar1
ise benzer sekilde kontamine olmus toprak orneklerinde hidrokarbon pargalama
ozelligine sahip Pseudomonas citronellolis bakterilerinin yaygin oldugunu

belirtmislerdir">?.

Rafineri atik sularindan biyosiirfektan iiretimini amaglayan bu c¢aligmada
Kizilirmak iizerinde Kirikkale Rafineri Endiistrisi atig1 ile kontamine olmus farkli
istasyonlardan ~ alman  su  Orneklerinden = mikroorganizma  izolasyonu
gerceklestirilmistir. Mikroskobik ve biyokimyasal testler sonucunda atik sulardan
dort farkli mikroorganizma identifikasyonu saglanmistir. Bu izolatlarin
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve
Burkholderia cepacia oldugu ve biyosiirfektan sentezleme yetenegine sahip olduklar1

drop collapse yontemi ile tespit edilmistir.

Biyosiirfektan madde iiretiminin saptanmasi amaciyla pek¢ok ¢alismada drop
collapse yontemi kullanilmistir. Bu yontem biyosiirfektan varligmin saptanmasinda
olduk¢a hizli sonug¢ veren, kolay, ekonomik bir tekniktir ve ¢ok diisiik miktarda
orneklerle calisilabilmektedir. Bu yontemde kullanilan microwell plate
diizenegindeki kuyucuklar daieresel bir yapidadir ve bu sayede damlaciklarm yaglh
yiizeyde hareketi engellenerek damlacik seklinin sabit kalmasi saglanmaktadir®?.
Bodour ve Miller, biyosiirfektanlarin kantitatif analizinde drop-collapse yonteminin

(135)

rahatlikla uygulanabilecegini belirtmislerdir °”’. Youssef ve arkadaslar1 ise bu

92



yontemi elde edilen biyosiirfektanlarin kalitatif analizinde kullandiklarini rapor
etmislerdir’>®. Plaza ve arkadaslari, petrol ile kontamine olmus toprak drneklerinden
onalt1 tiir izole etmislerdir ve biyosiirfektan varligii drop-collapse yontemi ile test
etmislerdir'®". Bu calismada elde edilen izolatlara ait kiiltiirlerde biyosiirfektan
madde varliginin belirlenmesi amaciyla drop collapse yontemi kullanilmig, ekim
yapilmamis besiyeri ve su drneklerinde damlaciklarin boncuk seklinde sabit kaldigi
belirlenmistir. Su ve kontrol sivisina kiyasla biyosiirfektan igeren tiim kiiltiirlerde
kuyucuklar icerisinde belirgin bir yayilma olay1 gézlenmistir. Bu yayilma damlacik
caplarinda degisimlere sebep olmustur ve damlacik ¢aplarindaki en fazla artig BS-I
iceren oOrneklerde gozlenmistir. Benzer sekilde biyosiirfektan miktar1 arttikca
damlactk ¢apmn arttigi Bodour ve Miller tarafindan da rapor edilmistir'’*”.
Biyosiirfektan varliginda, mineral yagdan olusan hidrofobik yiizey ile oOrnek
cozeltiler arasindaki yiizeyler arasi1 gerilim azalmaktadir. Kiltiir ortamindaki
biyosiirfektanin hidrofobik gruplarmmn minaral yag ile hidrofilik gruplarinin ise
ortamdaki su molekiilleri ile etkilesime girmesi ile yag/su ara ylizeyinde bir tabaka
olusmakta ve yiizeyler arasinda keskin bir sekilde belirgin olan smirlar
zayiflamaktadir. Kuyucuklara eklenen damlalarin genislemesi ya da yayilmasi yag

/su arayiizeyindeki yiizeyler arasi gerilimin azalmasi ile agiklanabilir''*>.

Izolatlarin  biyosiirfektan madde sentezleme yetenegine sahip olduklar
belirlendikten sonra MSM Kkiiltiir ortaminda Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia izolatlar1 tarafindan
iiretilen biyosiirfektan maddeler BS-I, BS-II, BS-III ve BS-1V olarak kodlanmis ve
izolatlarin biyosiirfektan {iretim miktarlar1 fenol-siilfirik asit yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu yontem oldukca basit, kullanishh ve ekonomiktir. BS-I, BS-II, BS-

IIT ve BS-IV i¢in iiretim miktarlar1 siras1 ile 856, 638, 764, 575 mg/L olarak
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bulunmustur. Bu sonucglardan en yiiksek biyosiirfektan tiretiminin Pseudomonas
aeruginosa 1ile elde edildigi ve iiretim kapasitesi bakimindan izolatlarin
Pseudomonas aeruginosa>Pseudomonas putida>Pseudomonas
fluorescens>Burkholderia cepacia seklinde siralandigi belirlenmistir. Sidal ve
arkadaslari, zeytinyagi fabrikas1 atigindan Pseudomonas suslar1 ile 0.875 g/L
seviyesinde biyosiirfektan iiretimini rapor etmislerdir"**. Nitschke ve arkadaslart,
atik sulardan izole edilen Bacillus subtilis ile 48 saatlik inkiibasyon sonunda

3.0g/L’lik biyosiirfektan iiretimini rapor etmislerdir">>

. Moraes ve arkadaglari,
Pseudomonas aeruginosa LBI izolatmin ticari beiortamimnda 5mg/L seviyesinde
biyosiirfektan iirettigini rapor etmislerdir"°®. Benincasa ve arkadaslar1 Pseudomonas

aeruginosa ile 15.9 g/L ramnolipid iiretimini rapor etmislerdir'’>”.

Literatiir
bilgilerinden hareketle bu c¢alismada iiretilen biyosilirfektan miktar1 agisindan

ulastigimiz verim literatiir ile kiyaslanabilir derecededir.

Besiyeri pH’st mikroorganizma iretiminde etkili olan 6nemli bir cevresel
parametredir. Mikrobiyal metabolizmay1r o©Onemli derecede etkileyen pH’nin
biyosiirfektan iliretimi lizerine etkisi farkli pH degerlerinde incelenmis ve tiim
izolatlar i¢in maksimum biyosiirfektan iiretimi pH 6.5-7.0 araliginda gozlenmistir.
Bu araligm altinda ve tlizerindeki pH degerlerinde biyosiirfektan iiretiminin azaldig:
belirlenmistir. Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia cepacia igin en yiiksek
biyosiirfektan tiretimi pH 6.5’te, Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas putida
icin ise maksimum biyosiirfektan {iretimi pH 7.0’de elde edilmistir.
Mikroorganizmalarin  bulunduklar1 ortamdaki hidrojen iyonlar1 yogunlugunun
derecesi Ozellikle enzimatik etkinlikler i¢cin biliyiik 6nem tasimaktadir. Bakterilerin
baz1 metabolizma {irlinlerini sentezlenmesinde besiyerinin pH’s1 olduk¢a 6nemlidir

ve pH degisimlerine kars1 hassas olan mikroorganizmalarda metabolizma olumsuz
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yonde etkilenmektedir. pH, molekiillerin baglanmast ve etkilesimi gibi
mekanizmalarda 6nemli bir faktdr olan iyonizasyon iizerine oldukga etkilidir.
Ornegin mikroorganizmalar i¢in iz element olan bazi metaller farkli pH degerlerinde
farkli iyonizasyon derecelerine sahiptir ve bu derece metalin mikroorganizma
tarafindan kullanilabilirligini de etkilemektedir. pH, bakterinin ihtiya¢ duydugu cogu
molekiillerin ¢6ziniirliigiinii de etkilemektedir. Ayrica mikroorganizmalar tarafindan
iretilerek dig ortama salinan ekstraselliiler enzimler de besiortaminin pH’sindan
etkilenmektedirler. pH'a bagl olarak enzim molekiilii iizerinde cesitli elektrik
yiliklenmeleri ve buna bagl olarak enzim aktivitesi i¢in gerekli olan konformasyonel
yap1 meydana gelmekte ve substratla-enzim etkilesimi gerceklesmektedir. Ortam
pH’sindaki degisimler enzim yiiklenmesi lizerinde farkliliklara neden olacagindan
enzim-substrat etkilesimi azalacak ve bakteriyel metabolizmada aksamalar meydana
gelecektir. Tiim bu sebeplerden dolay1 besiyerinin pH’s1 mikrobiyal biiyiimede ve
metabolit iiretiminde olduk¢a Onemlidir. Literatiirde de calisma kapsaminda elde
ettigimiz verileri destekleyici pek ¢ok calisma mevcuttur. Cooper ve Goldenberg, pH
6.5-7.0 araliginda Bacillus sp. tarafindan tiretilen biyosiirfektan miktarinin arttigimni,

. (113)

pH 5.5’e¢ inildiginde ise azaldigini rapor etmislerd . Tuleva ve arkadaslari,

Pseudomonas putida ile rammolipid tiretiminin pH 7.2’de maksimuma ulastigmi'">®,
Arino ve arkadaslar1 ise Pseudomonas sp. ile en 1yi ramnolipid liretiminin pH 6.8’de
elde edildigini ve bu degerin altinda tretilen biyosiirfektan miktarinin azaldigini

belirtmislerdir">”.

Biyosiirfektan iiretiminde, bakteriyel kiiltlir icerisinde kullamilan karbon
kaynaklar1 hidrokarbonlar, karbonhidratlar ve bitkisel yaglar olmak {izere {i¢ ana
grupta toplanmaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada farkli ornekler karbon kaynagi

olarak kullanilmig ve biyosiirfektan {iretimi {izerine etkileri incelenmistir.

95



Karbonhidratlardan glukoz ve mannitol, hidrokarbonlardan ise naftalen, mineral yag,
parafin, ksilen, kerosen ve toluen karbon kaynagi olarak test edilmis ve en yiiksek
biyosiirfektan iiretimi test edilen hidrokarbonlarda, en diisilk {retim ise
karbonhidratlarda gozlenmistir. Pseudomonas aeruginosa i¢in biyosiirfektan
iretiminin en ylksek mineral yag iceren besiyerinde, en diisiik ise glukoz ve
mannitol igeren besiyerlerinde gergeklestigi belirlenmistir. BS-II i¢in maksimum
biyosiirfektan iiretimi mineral yag iceren besiyerinde gdzlenmisir. BS-I i¢in en diisiik
iiretim mannitol iceren ortamda 435 mg/L olarak goézlenirken, BS-II icin en diisiik
iretim glukoz iceren ortamlarda 412 mg/L seviyelerinde gergeklesmistir. BS-III ve
BS-1V i¢in en yiiksek iiretimin parafin igeren besiyerinde, en diigiik iiretimin ise
mannitol iceren besiortaminda  gergeklestigi  belirlenmistir. Izolatlar igin
biyosiirfektan iiretimine gore karbon kaynaklari siralanacak olursa yaklasik olarak
mineral yag=parafin>naftalen>toluen>kerosen>ksilen>mannitol=glukoz seklinde bir
siralama elde edilmektedir. Bu sonuclar, suda c¢oziinebilen karbon kaynaklari
varlifinda mikroorganizmanin substrata ulasimi kolay oldugundan biyosiirfektan
iiretiminin azalmasi, hidrofobik yapida suda ¢oziiniirliigi diisiik olan substratlarin
varliginda ise erisilebilirliginin arttirilabilmesi i¢in biyosiirfektan saliminin artmasi
ile aciklanabilir. Hidrokarbon yapidaki bilesikler bir ylizeye baglandiklarinda
biyolojik olarak pargalanabilirlikleri kisitlanmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen biyosiirfektanlar ylizeylere baglanan substratlar1 desorbe ederek ¢oziintirliigii
arttirmaktadir. Bazi ¢alismalarda da suda ¢Oziniirliigii distik olan hidrokarbonlar
varliginda biyosiirfektan liretiminin azaldig1 rapor edilmistir. Bazi arastiricilar ise
besiyerinde kullanilan karbon kaynaginin sadece sentezlenen biyosiirfektanin
kimyasal yapis1 lizerine etkili oldugunu, biyosurfektan iiretimi {izerine herhangi bir

(81)

etkisinin olmadigmi rapor etmislerdir”’. Baska bir calismada ise glukoz igeren
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kiiltiir ortamimna hekzadekan ilavesi sonrasinda Arthrobacter paraffineus ATCC
19558 tarafindan iiretilen biyosiirfektan miktarinda 6nemli derecede artis oldugu

belirlenmistir'*”.

Duvnjak ve Kosaric, hekzadekan igeren Kkiiltiir ortaminda
Corynebacterium lepus  tarafindan  biyosiirfektan ~ saliminin  arttigini
belirtmislerdir'®". Benzer bir ¢alismada ise yalnizca glukoz igceren ortamlar yerine
bitkisel yaglarla karigim halindeki kiiltiir ortamlarmin kullanilmasi ile biyostirfektan

iiretiminin daha yiiksek degerlerde oldugu vurgulanmigstr'®?.

Farkli karbon kaynaklarinin biyosiirfektan iiretimine etkisinin incelendigi
calismamizda karbon kaynagi olarak mineral yag ve parafin iceren kiiltiir
ortamlarinin biyosiirfektan verimi diger karbon kaynaklarini igeren kiiltiir
ortamlarina kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Literatiirde de pek cok calismada
farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak biyosurfektan tiretimi ¢alisilmistir. Deziel ve
arkadaslari, mannitol ve naftalen kullanarak Pseudomonas sp. ile biyosiirfektan

tiretimini ¢alismuslardir®®

. Cameotra ve arkadaslari, Bacillus subtilis ile sukroz
iceren besiyerinde biyosiirfektan tliretimini calismislardir'®”. Gunther ve arkadaslari,
Pseudomonas chlororaphis ile glukoz iceren besiyerinde ramnolipid tretimini
calismuslardir ve 0.355 g/L oraninda iiretim kapasitesini rapor etmislerdir"*”. Sim ve
arkadaslari, ramnolipid iiretiminde karbon kaynagi olarak kanola yagi ve glukoz
kullandiklarmni belirtmislerdir''®”. Rashedi ve arkadaslari ise karbon kaynagi olarak
n-hekzadekanin  kullanilmas1 ile Pseudomonas aeruginosa’dan 138 mg/L

seviyelerinde biyosiirfektan tiretimini bildirmislerdir°®

. Langer ve arkadaslari,
Tsukamurella sp. DSM 44370 ile aygicegi yagi kullanarak glikolipid yapida
biyosiirfektan elde ettiklerini rapor etmislerdir'®”. Bu tiir ¢alismalarda kullanilan ve

ticari olarak elde edilebilen glukoz, mannitol, kanola yagi, hekzadekan maliyetleri

oldukca yiiksek karbon kaynaklaridir ve bu durum endiistriyel uygulamalar ic¢in
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kullanim1 kisitlamaktadir. Bu nedenle bu tiir uygulamalarda maliyeti yliksek ortamlar
yerine mikroorganizmalarin karbon kaynagi olarak kullanabilecegi atik sularin
biyosiirfektan iiretiminde kullanilmasi oldukca avantajlidir®. Sidal ve arkadaslari,
zeytinyag1 fabrikasi atigindan Pseudomonas suslari ile biyosiirfektan iiretimini
calismiglardir ve maksimum biyosiirfektan {iiretimini 0.875 g/L olarak rapor

(134)

etmiglerdir Bednarski ve arkadaslari, zeytinyagi fabrikasi atik suyu ile

zenginlestirilmis besi ortamlarinda C. apicola ve C. antarctica ile glikolipid yapida

biyosiirfektan madde iiretimini calismuslardir’*?.

Patel and Desai, seker fabrikasi
atiklar1 olan melas1 kullanarak Pseudomonas aeruginosa GS3 ile ramnolipid
firetimini calismuslardir''®®. Nitschke ve Pastore, nisastaca zengin atiklar kullanarak
B. subtilis ATCC 21332 ile 2.2 g/L’lik biyosiirfektan iiretimini rapor etmislerdir’>.
Haba ve arkadaslar1 ise karbon kaynagi olarak kizartma yagi atiklar1 ile
biyosiirfektan ¢alismalar1 gerceklestirmislerdir'®”. Nisastaca zengin posalar, melas
ve kizartma yagi gibi atiklar kullanilarak biyosiirfektan eldesi de cogu arastirici
tarafindan rapor edilmistir. Karbon kaynagi olarak kullanilan bu tiir atiklar, besleyici
ozellige ve ekonomik degere sahip olduklarindan ¢esitli endiistri kollarinda
degerlendirilebilmektedir. Ozellikle melas ve nisastaca zengin posalar hayvan yemi
olarak kullanilabilmektedir. Bununla birlikte melas komiiriin tek basmna briketlenme
ozelliginin kotli olmasi nedeniyle briketleme islemlerinde de kullanilmaktadir. Atik
bitkisel yaglar ise biyodizel ve biyogaz i¢in dnemli hammaddelerdir’’”. Bu nedenle
bu tiir kaynaklar yerine karbon kaynagi olarak kullanilabilecek ve bir sanayi kolunda
girdi olarak kullanilamayacak kaynaklarin kullanilmasi daha avantajli ve ekonomik
olacaktir. Das ve arkadaslari, petrol ile kontamine olmus topraklarin B. subtilis ile

biyosurfektan {iretimi ve biyodegredasyon calismalar1 gerceklestirmislerdir ve

biyosiirfektan varliginda topragmn petrol iceriginin 84 g/kg’dan 39 g/kg’a azaldigini
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rapor etmislerdir''’". Benincasa ve arkadaslari, petrol atiklari ile kontamine olmus
toprak orneklerinden (Barcelona/Spain) izole ettikleri Pseudomonas aeruginosa ile
15.9g/L’lik bir biyosiirfektan iiretim kapasitesine ulastiklarini belirtmislerdir''>”. Bu
calismada biyosiirfektan iiretimi, besleyici degeri yiiksek kaynaklarla degil atik
sulardaki petrol tiirevleri kullanilarak saglanmistir. Bu yolla maliyeti diisiik karbon

kaynaklar1 kullanilarak ekonomik degeri ytiksek iirtinler elde edilmistir.

Biyosiirfektan tiretiminde kiiltiir ortamina ilave edilen azot kaynagmin etkisini
belirlemek amaciyla; farkli azot kaynaklari, NH4sNO;, NH4H;PO4, (NH4)2SOs,
NH4HCO3, NaNOs ve KNOs, temel besi yerine ilave edilmistir. Tiim izolatlarda en
yiiksek biyosiirfektan verimi NaNO; (sodyum nitrat) kullanilan ortamda elde
edilirken, en diisiik verim ise NH4NO; iceren ortamda saptanmistir. Bu sonuglar
nitrat azotunun amonyum azotundan daha iyi metabolize edildigini gostermektedir.

h"*® Mulligan ve Gibbs"''® de nitrat azotunun amonyum

Ramana ve Karant
azotundan daha i1yi metabolize edildigini ve biyosiirfektan fermentasyonunda azot
kaynag1 olarak NaNOs; kullandiklarin1 rapor etmislerdir. Azot kaynagi kadar azot
kaynagi konsantrasyonu da biyosiirfektan sentezini etkileyen dnemli bir faktordiir.
Bu amagla farkli konsantrasyonlarda NaNOs ile deneysel asamalar tekrar edilmis ve
en yiiksek biyosiirfektan iiretimi 1.0 g/ NaNOs kullanilan ortamda elde edilmistir.
Bu sonuglar azot limitasyonunun biyosurfektan iiretiminde arttiric1 etki gostermesi,
yiiksek konsantrasyonlardaki azotun ise mikroorganizma tiiremesinde inhibisyona

neden olmast ile agiklanabilir! 7',

Hiicre biiylimesiyle baglantili olarak etambutol ve EDTA gibi hiicre duvari
gecirgenligini arttiran yada alkanlar, kerosen ve EDTA gibi hiicre duvar1 baglarinda

etkili olan ajanlarin kullanimi ile biyosiirfektan iiretiminin artirilmasi miimkiindiir
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7 Calismamizda test edilen 0.01-0.05 g/L araligindaki diisik EDTA
konsantrasyonlarinda, biyosiirfektan iretiminin arttig, 0.1 ve 0.2 g/L
konsantrasyonlarinda ise bakteri gelisiminin ve buna bagh olarak biyosiirfektan
dretiminin azaldig1 belirlenmistir. Test edilen konsantrasyonlarda en yiiksek
biyosiirfektan tretimi 0.05g/LL EDTA konsantrasyonunda goézlenmistir ve bu
konsantrasyonda BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV iiretiminde siras1 ile 1.06, 1.14, 1.06,
1.11 kat artig belirlenmistir. Diisiik konsantrasyonlarda EDTA varligi ile
biyosiirfektan iiretiminin artmasi hiicre gecirgenliginin artmasi, besinlerin hiicre
icerisine daha kolay alinmasi ve daha ¢ok metabolit iiretilmesi ile agiklanabilir.
Pseudomonas hiicrelerine ait dis membranlar Mg (1I) iyonlar1 ve lipopolisakkaritlerin
kovalent olmayan capraz baglarla etkilesimi ile stabil hale gelmektedir. Diisiik
miktarlarda EDTA Mg (II) iyonlar ile etkilesime girerek dig membran akiciliginda
ve bitinligiinde degisikliklere yol agmaktadir. Bu degisimler dis membranin
gecirgenliginin artmasma neden olmaktadir' ™. Besiortaminda EDTA miktarinin
arttirilmasi ile biyostirfektan tiretiminin azalmasi, MSM besiyeri bilesiminde bulunan
ve mikroorganizmalarn iremesi i¢in gerekli Mn(II), Cu(II), Fe(I1l), Zn(II) ve Co(I1I)
metallerinin EDTA ile kompleks olusturmasi ile agiklanabilir. EDTA, yapisinda dort
karboksilat ve iki amin grubu igermektedir ve bu gruplar EDTA’nin metallerle
kompleks olusturmasini saglamaktadir. EDTA 6zellikle Mn(II), Cu(Il), Fe(Ill), Pb
(IT) ve Co(III) metal iyonlari ile giiglii kompleksler olusturmaktadir'’®. EDTA-metal
kompleksinin olusmasi ile mikroorganizmalarin bu metallere erisimi kisitlanmakta,
mikroorganizma metabolizmasinda ve metabolit liretiminde aksamalar meydana
gelmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan ihtiya¢ duyulan bu metaller biyokimyasal
reaksiyonlarin katalizasyonunda, bazi enzimlerin ve kofaktorlerin yapisinda yer

almaktadirlar. Ortamda ¢ok az bulunan ve hiicreler tarafindan da ¢ok az miktarda
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ihtiya¢ duyulan boyle elementler, iz elementler olarak tanimlanmaktadir. Bu
elementlerin noksanlig1 veya azlig1 bakterilerin iremelerini ve gelismelerini olumsuz
yonde etkilemektedir. Iz elementlerden, demir, elektron transport mekanizmasi ve
sitokrom sentezi i¢in 6nemlidir. Nitratlarin rediiksiyonunda ve melanin sentezinde
bakir 6nemli bir role sahiptir. Manganez nitrat rediiksiyonlar: i¢in, ¢inko ise alkol
dehidrogenaz aktivitesi ve sitokrom-c'nin sentezi igin gereklidir'”*""®. Mikrobiyal
metabolizmada farkli yollarda islev goren bu elementlerin EDTA ile uzaklastiriimasi
ya da maskelenmesi, ilgili yollarda aksamalara neden olacaktir ve bu yolla metabolit
iiretimide azalacaktir. Hua ve arkadaslari, diisiik miktarlarda besiortamina ilave
edilen EDTA ile Pseudomonas aeruginosa tarafindan ortama salinan
lipopolisakkaritlerin arttigmi rapor etmisleridir''’”. Bu sonucun EDTA ilavesi ile
mikroorganizmanin hiicre yiizey potansiyelinin (zeta potansiyel) artmasi ile ilgili
oldugunu rapor etmislerdir. Zeta potansiyel, taneler arasindaki itme veya c¢ekme
degerinin bir dl¢iimiidiir. Molekiillerin polar sivilar icerisindeki davraniglar1 iizerine
zeta potansiyel degerinin onemli bir etkisi vardir. Besiortamma EDTA ilavesi ile
lipopolisakkarit iiretiminin artmasi, hiicrenin zeta potansiyel degerinde ve dolayli
olarak hiicre yiizeyi ile hidrokarbonlarin etkilesiminde meydana gelebilecek
degisimlerle agiklanabilir'’”. Redy ve arkadaslari, diisiik konsantrasyonlarda EDTA
varligiin emiilsifiye edici faktor liretimi tizerinde olumlu etkileri oldugunu rapor

(178)

etmislerdir Tugrul, yiliksek konsantrasyonlarda EDTA’nin Pseudomonas

aeruginosa iremesini inhibe ettigini belirtmistir' ™.

Bu noktadan hareketle
calismamizda elde ettigimiz verilerin literatiir tarafindan da desteklendigini

sOyleyebiliriz.

Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda ¢esitli sistem parametrelerinin

biyosiirfektan tiretimi iizerine etkileri incelenmis ve pH 6.5-7.0 araliginda, karbon
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kaynag1 olarak mineral yag ya da parafin, 0.05g/L EDTA ve 1.0 g/L NaNOs igeren
ortamlarda maksimum verim elde edildigi belirlenmistir. Rafineri atik suyu
belirlenen optimum kosullarla modifiye edilerek biyostirfektan liretimi ¢aligmalari
her bir izolat i¢in tekrar edilmistir. Rafineri atik sular1 ile tekrar edilen ¢calismalarda
biyosiirfektan iiretiminin 6nemli derecede azaldigi gdzlenmistir. Bu sonucun rafineri
atik su iceriginde bulunan agir metaller ve hidrokarbon yapidaki bilesikler ile iligkili
oldugu disiiniilmektedir. Rafineri atik su analizlerinden Al ve Pb gibi canli
organizmalar i¢in toksik metallerin bulunmast ve bu metallerin cesitli
metabolizmalar {izerinde olumsuz etkilerinin olmasi1 biyosiirfektan iiretiminin
azalmasi ile iligkili olabilecek ilk durumdur. Ayrica biyostirfektan tiretiminde karbon
ve enerji kaynagi olarak poliaromatik hidrokarbonlar iceren atik sularmn kullanimi
sisteme daha fazla enerji girdisi gerektirmektedir. Kiiltiirasyon asamasinda daha fazla
reaksiyon enerjisinin tiiketilmesi, yeterli dispersiyon i¢in karmasik mekanizmalarin
gerekliligi ve mikroorganizmalarin hidrofobik kaynaga erigiminin arttirilmasinin
gerekliligi biyosiirfektan iiretiminde silireyr uzatmaktadir. Bu noktada hidrofobik
substrat igeren ortamlarda mikroorganizmalarin bir adaptasyon siirecini atlattiktan
sonra biyosiirfektan {iretimine basladiklar1  disiiniilebilir. Mikrobiyal bir
kommiinitenin, hidrokarbon-okside etme potansiyelinde artis meydana getiren olay
adaptasyon olarak bilinir. Adaptasyon siiresince spesifik enzimlerin uyarilmalar1
ve/veya baskilanmalari, yeni metabolik 6zellikler ile sonuclanan genetik degisiklikler
ve ilgili bilesiklerin trasform olabildigi organizmalarin  secici olarak
zenginlestirilmesi gibi baz1 metabolik yollar aktif hale gelmektedir®. Biyosurfektan
iretimindeki azalmanin muhtemel sebeplerinden biri de mikroorganizmalarin
hidrokarbon yapidaki kaynaklar1 kullanabilmesi i¢in gecen bu adaptasyon siiresi

olabilir.
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Izolatlara ait biyosiirfektanlarm karakterizasyon calismalarinda BS-I
biyosiirfektanina ait FTIR spektrumunda gdzlenen 1645 cm™’de gozlenen titresimler
—C=0 baglarini, 3400cm™’de gdzlenen titresimler —OH baglarmni, 3000 cm’
civarinda goriilen sik titresimler ise —CH, zincirlerini gdstermektedir. BS-II
biyosiirfektanina ait spektrumda 3200-3500 cm™ araligindaki sik titresimler —CH, ve
—OH gruplarinin varligina isaret etmektedir. Ayni spektrumda —CH; alifatik
zincirlerden kaynakli 2960 cm™ de titresimler ve —C=0 baglarindan kaynakli 1650
cm’ de titresimler de gozlenmistir. BS-III biyosiirfektanma ait spektrumda ise 3401
cm’de —OH gruplarindan, 2966 cm™’de —CHj zincirlerden, 1539 cm™’de —C-N
baglarindan ve 1659 cm™’de —~C=0 baglarindan kaynaklanan titresimler gozlenmistir.
Her ii¢ spektrumda da 1000-1300 cm™ araliginda —C—O baglarindan kaynaklanan
titresimler mevcuttur. BS-I, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarma ait spektrumlarda
karboksil, hidroksil gruplar1 ile alifatik zincirlerin baskin olmast bu
biyosiirfektanlarin glikolipid yapidaki ramnolipidler ile benzer yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. Ramnolipidler, ramnoz halkalar1 ve uzun hidrokarbon
zincirlerinden olusmaktadir. BS-I, BS-II ve BS-III’e ait FTIR spektrumlarinda
gozlenen —OH ve —C—O baglar1 ramnoz halkalarma, C=0 baglari ile alifatik zincirler
ise hidrokarbon yapiya isaret etmektedir. Ayrica BS-I, BS-II ve BS-III
biyosiirfektanlarinin biiiret ve ninhidrin reaksiyonu ile sonu¢ vermemesi peptit
icermemesi ile iligkilidir. BS-1, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarinin molish testi ile
pozitif sonu¢ verdigi, fosfovanilin yontemi ile biyosiirfektan yapisindaki lipidlerin
fosforik ve siilfirik asitli sicak ortamda pembe renk olusturdugu ve pozitif reaksiyon
verdigi gozlenmistir. Tiim bu analizler BS-1, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarinin
glikolipid yapiya sahip oldugunu dogrulamaktadir. BS-IV biyosiirfektan: ile elde

edilen spektrumda 1648 cm™’de gézlenen titresimler -C=0 baglarinin, 1537cm™’de
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gozlenen titresimler —C-N baglarinin, 3320 cm’ civarinda goriilen sik titresimler —
NH baglarmin ve 2965 cm™’de gozlenen titresimler ise —~CH; zincirlerinin varhigma
isarettir. BS-IV biyosiirfektaninda ise karboksil ve alifatik zincirlere ilave olarak
amin gruplar1 ile ~C-N baglar1 da gozlenmistir. Ozellikle amin gruplar1 peptit
varligmna isaret etmektedir ve BS-IV biyosiirfektani ile biiiret reaksiyonunun pozitif
sonu¢ vermesi yapida peptit baglarmin oldugunu giiclendirmektedir. Ninhidrin
reaksiyonu ile sonu¢ vermemesi peptidin N-terminal ucunun bloke olduguna,
fosfovanilin testinde benzer sekilde renk olusumunun goézlenmesi ve testin pozitif
olarak degerlendirilmesi yag asiti zincirlerinin varhigina isaret etmektedir. Bu

sonuglardan BS-IV biyosiirfektaninin lipopeptit yapida olabilecegi diistiniilmektedir.

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve
Burkholderia cepacia izolatlarina ait besiyerinde Kkiiltiirasyon sonrasinda yilizey
geriliminin azaldig1 belirlenmistir. Su, ekim yapilmamis besiyeri, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia
cepacia kiiltiirleri i¢in yiizey gerilimi swrast ile 73.1, 67.3, 49.2, 35.9, 51.6 ve 45.7
mN/m olarak bulunmustur. Bu sonuclardan ilk goze carpan nokta su ve ekim
yapilmamis, biyosiirfektan igermeyen besiyeri arasindaki yiizey gerilimi farkliligidir.
Bu sonu¢ kiiltiir ortamma ilave edilen ¢esitli karbon kaynagi, azot kaynagi ve
elementlerin yiizey gerilimini diisliriicii etki gostermesi ile agiklanabilir. Yiizey
geriliminde en belirgin azalma Pseudomonas aeruginosa kiiltiirlinde gozlenmistir.
Izolatlar tarafindan iiretilen biyosiirfektan miktarlar1  kiyaslandiginda da
Pseudomonas aeruginosa nin diger izolatlara kiyasla daha yiiksek iiretim yaptigi test
edilmistir. Hem yiizey gerilimi sonuglar1 hem de biyosiirfektan liretim sonuglari
birbirini desteklemektedir ve her iki analizden biyosiirfektan miktarmnin artmasi ile

ylizey gerilimini diigiiriicii etkinin artti§1 sonucu c¢ikarilabilir. Biyosiirfektanlar
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sistemdeki serbest enerjiyi azaltarak yiizey gerilimini diistirmektedirler.
Biyosiirfektanlardan dolay1 yiizey geriliminin diismesi ile hidrodinamik degisimler
icin oksijen transferinin de arttig1 belirlenmistir. Yiizey gerilimindeki azalma biiyiik
koptik olusumlarmi azaltarak difiizyon i¢in genis yiizey alanina izin vermektedir ve
bu yolla oksijen transferi ve besin saglamada kolaylik saglanmis olmaktadir. Sisteme
giren biyosiirfektan molekiilleri ilk olarak yiizeylerde akiimiile olmaktadir ve tiim
ylizey biyosiirfektanla kaplanmaktadir. Biyosiirfektanlarin hidrofilik kisimlar1 su ile
dipol-dipol ve hidrojen baglari ile etkilesirken, hidrofobik kisimlar1 ise arayiizeydeki
diger ¢oziicii ile etkilesime girmektedir. Biyosiirfektan ilavesi hidrojen baglarinin
ylizeyleraras1 gerilime olan katkisin1 azaltarak yiizey gerilimini diisiirmektedir.
(80.18D) * Distile suyun ylizey geriliminin siirfektan eklenmesi ile 72mN/m’den
30mN/m’ye distiigii, yiizeyler arasi gerilimin ise 43mN/m’den ImN/m’ye kadar
azaldig1 goriilmistir''™. Rashedi ve arkadaslari, P. aeruginosa ile biyosiirfektan
iretimi sonucunda Kkiiltiir ortami ylizey geriliminin 73 mN/m’den 32mN/m’ye
azaldigmi rapor etmislerdir'®®. Plaza ve arkadaslari, petrol ile kontamine olmus
topraklardan izole edilen mikroorganizmalar ile ylizey geriliminde 35 mN/m’lik bir

azalma gozlediklerini belirtmislerdir">"

. Bu calisma kapsaminda izolatlara ait
biyosiirfektanlarin %27-46 oraninda yiizey gerilimini azalttig1 ve sonuglarmn literatiir

bilgileri ile paralellik gdsterdigi belirlenmistir.

Emiilsiyonlar, birbiri ile karigsmayan en az iki sivinin birbirleri igerisinde
damlaciklar halinde dagildig1 heterojen sistemlerdir. Biyosiirfektanlarin emiilsiyon
aktivitesi, kararli emiilsiyon olusturabilme Ozelliklerini  belirlemek i¢in
kullanilmaktadir. Bazi arastirmalarda emiilsiyon aktivitesinin test edilen
(114).

hidrokarbonlarin ~ zincir  uzunlugu ile ilgili  oldugu  belirtilmistir

Biyosiirfektanlarin hidrokarbonlar, yag asitleri ve bitkisel yaglarla emiilsiyon
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olusturma ozellikleri gida endiistirisi, temizlik ve biyoremediasyon proseslerinde
potansiyel uygulama alanlar1 olusturmaktadir. Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia izolatlari
tarafindan tretilen biyosiirfektanlarin mineral yag, kerosen, naftalen, toluen, ksilen,
gliserol, hekzadekan ve parafin hidrokarbonlarma karsi emiilsifikasyon 6zelligi test
edilmistir. BS-I ve BS-II biyosiirfektanlar: i¢in en yiiksek emiilsiyon indeksi parafin
ile, en diisiik ise gliserol ile elde edilmistir. BS-III biyosiirfektaninda ise benzer
sekilde en yliksek emiilsiyon indeksi parafin ile elde edilirken en diisiik indeks ksilen
ile elde edilmistir. BS-IV biyosiirfektaninin en yiiksek emiilsiyon olusturma 6zelligi
kerosen ile en disiik toluen ile gozlenmistir. Emiilsiyon indeksi testinde
kullandigimiz swvilarin zincir uzunlugu parafin=mineral
yag>hekzadekan>kerosen>naftalen>ksilen>toluen>gliserol = seklinde  bir  sira
izlemektedir. Bu veri 151gimmda BS-1, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarin kisa zincirli
hidrokarbonlara kiyasla wuzun zincirli hidrokarbonlara kars1 daha yiiksek
emiilsifikasyon 0Ozelligi sergiledigi sOylenebilmektedir. BS-IV biyosiirfektanin
emiilsifikasyon aktivitesinin ise hidrokarbon yapisi ile iliskili olmadig1 gdzlenmistir.
llori ve arkadaslari, Aeromonas sp. tarafindan tretilen biyosiirfektan ile en yiiksek
emiilsiyon indeksine (E24 = 65) diesel ile en diisiik indekse (E24 = 22) ise hekzan

ile ulagildigmi rapor etmislerdir'®?.

Moraes ve arkadaslari, Pseudomonas
aeruginosa LBI tarafindan iiretilen biyosiirfektan1 benzen, kerosen, mineral yag,
isopropil palmitat ve toluen sivilarina karsi test etmis ve sirasi ile 60.0, 50.0, 41.6,

73.3 ve 33.0 emiilsiyon indeksi degerlerine ulastiklarini bildirmislerdir'*®.

Son yillarda antibiyotik-diren¢li enfeksiyonlardaki artistan dolayr bu
enfeksiyonlarla miicadelede yeni ilaglarin arastirilmasina yonelik ¢alismalar biiyiik

bir hiz kazanmistir. Bu agidan biyosiirfektanlarin antimikrobiyal aktiviteleri biiyiik
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bir 6neme sahiptir ve heniiz bu konudaki caligmalar oldukca yetersizdir. Bu
calismada elde edilen biyosiirfektanlarin farkli bakteri, mantar ve kiif yapidaki bitki
patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri de test edilmistir. Pseudomonas
aeruginosa tarafindan iiretilen BS-I biyosiirfektan1 en fazla 14 mm’lik inhibisyon
zonu 1ile FE.coli’ye karst etkili olmustur. P. aeruginosa, S. aureus ve K.
pneomoniae’ye karst swast ile 12, 10 ve 14mm’lik inbisyon zonu meydana
getirmistir.  BS-1  biyosiirfektanin  antimikrobiyal aktivitesi test edilen
mikroorganizmalar i¢cin E.coli>K. pneomoniae>P. aeruginosa> S. aureus seklinde
bir swralama gostermistir. Pseudomonas fluorescens tarafindan iiretilen BS-II
biyosiirfektani ise en fazla 16 mm’lik inhibisyon zonu ile K. pneomoniae {izerine
etkisini gosterirken, E.coli’ye kars1 15mm, P. aeruginosa’ya kars1 13 mm, S. aureus
‘a kars1 ise 9 mm’lik inhibisyon zonu gostermistir. BS-II biyosiirfektant i¢in
antimikrobiyal etki siras1 K. pneomoniae> E.coli> P. aeruginosa> S. aureus
seklindedir. Her iki biyosiirfektan en diisiik antimikrobiyal etkiyi S. aureus’ da
gostermistir. Pseudomonas putida tarafindan Ttretilen BS-III biyosiirfektani ile
antimikrobiyal caligmalarinda gozlenen en yiiksek inhibisyon zonu K. pneomoniae
ile 20 mm olarak elde edilmistir. BS-III, test edilen diger {i¢ bakteri tiirii lizerine esit
etki gostermistir. Burkholderia cepacia taratindan iiretilen BS-IV biyosiirfektant en
fazla 19 mm’lik inhibisyon zonu ile E.coli ve K. pneomoniae ye karsi etkili olmustur.
P. aeruginosa ve S. aureus karsi sirasi ile 14 ve 12mm’lik inbisyon zonu meydana
getirmistir.  BS-IV  biyosiirfektanin  antimikrobiyal —aktivitesi test edilen
mikroorganizmalar i¢in E.coli=K. pneomoniae>P. aeruginosa>S. aureus seklinde bir
siralama gostermistir. Test edilen mikroorganizmalar arasinda tiim biyostirfektanlara
kars1 S. aureus 'un daha direngli oldugu gézlenmistir. Durak ve arkadaslari, E. coli, K.

pneomoniae, S.aureus ve P. aeruginosa bakteri suslarina karsi ofloxacin
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antibiyotiginin etkinligini test etmislerdir ve swras1 ile 20, 21, 16 ve 15 mm’lik
inhibisyon zonu elde ettiklerini belirtmislerdir'®*”. Duman ve arkadaslar1, sefadroksil
antibiyotiginin E. coli, S.aureus ve P. aeruginosa bakteri suslarma kars1 sirasi ile 13,
25 ve 17 mm’lik bir etki alam olusturdugunu rapor etmislerdir'®”. Hastaliklarin
tedavisinde yaygin bir seklide wuygulanan bu antibiyotiklerin etkisi ile
biyosiirfektanlarin etkisi kiyaslandiginda, biyosiirfektanlarin diisiik dozlarda yiiksek

etkinlik gosterdigi rahatlikla soylenebilir.

Antifungal c¢alisma kapsaminda BS-I, BS-II, BS-III ve BS-1V
biyosiirfektanlarinin C. krusei’ye karst sirasi ile 15, 14, 17 ve ve 14mm’lik inbisyon
zonu meydana getirdigi belirlenmistir. BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV
biyosiirfektanlarinin C. albicans’a kars1 sirasi ile 13, 14, 12 ve 13mm’lik inbisyon
zonu meydana getirmistir. BS-II biyosiirfektaninin her iki mantar tiiriine esit
derecede etki ettigi gozlenmistir. Duman ve arkadaglari, nistasin antibiyotiginin
Candida krusei’ye karst 17 mm’lik bir inhibisyon zonu olusturdugunu rapor
etmislerdir"*. Nistasin, Candida hastaliklarinda yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir
ve bu calismada test edilen biyosiirfektanlarin etkinligi nistasinin etkinligi ile

yaklasik degerler gostermektedir.

Tahillar, yeryiiziinde ekilis ve tliretim diizeyi en yiiksek olan iiriin grubudur.
Bunun nedenlerinden biri tahillarin insan beslenmesinde dogrudan ve dolayli olarak
kullanilan temel {iiriinlerden olmasidir. Diger bir nedeni de insan beslenmesinde
oldugu kadar hayvan yemi ve cesitli endiistri alanlarinda kullaniliyor olmalaridir.
Yiiksek nem ve yiliksek sicakliga sahip tarla ve depo kosullari, tahillarin cesitli
mikroorganizmalar tarafindan istilasina neden olarak, iiriiniin ve tohumun kalitesinde

onemli kayiplar olusturmaktadir. Bu organizmalarin i¢inde en Onemli grubu
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funguslar olusturmaktadir. Funguslar gelistikleri iiriinde cesitli metobolitler {ireterek
insan ve hayvanlarda hastalik ve zehirlenmelere yol agmaktadir. Fusarium cinsine ait
tiirler tohumlara hasattan once bulasan ve uygun kosullarda depoda da zararini
devam ettiren funguslardir. Toprakta ve bitkide bulunan filament6z fungus olan
Fusarium tirler1 genel kontaminant ve bitki patojeni olarak bilinmekle beraber
insanlarda da cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bir¢ok bitki hastaligi, ¢ok
yaygin olan Fusarium kiifiinlin ¢esitlerinden kaynaklanmaktadir ve Fusarium 20’nin

iizerinde tiir icermektedir'®”.

Bu c¢alismada antifungal deneyleri devaminda
biyosiirfektanlarin Fusarium cinsine ait tiirler iizerine etkileri de incelenmistir.
Inkiibasyon siiresince Fusarium graminearum’un misel gelisimi {izerine BS-I, BS-II,
BS-IIT ve BS-IV biyosiirfektanlarinin inhibe etkisi sirasi ile %65, %61, %66 ve %27
olarak belirlenmistir. Fusarium inflexum’da misel gelisimini %352 inhibisyon orani
ile BS-I ve BS-II biyosiirfektanlarinin esit derecede inhibe ettigi gézlenmistir. BS-III
ve BS-1V biyosiirfektanlarinin inhibisyon oranlar1 ise sirasi ile %50 ve %28 olarak
belirlenmistir. Fusarium heterosporium un misel gelisimi tizerine BS-1, BS-II, BS-III
ve BS-IV biyosiirfektanlarinin inhibisyon oranlar1 sirasi ile %73, %66, %56 ve %60
olarak tespit edilmistir. BS-I ve BS-III biyosiirfektanlarmin varliginda Fusarium
avenaceum un misel gelisimi sirasi ile %50 ve %72 oraninda inhibe olurken, BS-II
ve BS-IV biyosiirfektanlarina karsi daha direngli olarak sirasi ile %38 ve %33
oraninda misel gelisimi inhibe olmustur. Test edilen biyosiirfektan 6rneklerinin
hicbiri tamamen inhibisyon saglamamustir. Test edilen kiifler i¢in en yiiksek
inhibisyon orant %73 ile BS-I biyosiirfektaninda elde edilmistir. BS-I ve BS-II
biyosiirfektani icin misel inhibisyon siralamas1 Fusarium heterosporium>Fusarium

graminearum>Fusarium inflexum>Fusarium avenaceum olarak bulunmustur. BS-

111 icin Fusarium avenaceum>Fusarium graminearum> Fusarium
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heterosporium>Fusarium inflexum, BS-1V i¢cin Fusarium heterosporium>Fusarium

avenaceum>Fusarium inflexum>Fusarium graminearum olarak bulunmustur.

Antibakteriyel ve antifungal calismalar1 sonuclarindan izolatlara ait
biyosiirfektanlarin antibakteriyal ve antifungal ozellik sergiledigi belirlenmistir.
Biyosiirfektanlarm  antimikrobiyal 0Ozellik sergilemeleri bakteriyel hiicrede
olusturduklar1 yapisal degisikliklerle agiklanabilir. Biyosiirfektanlar hiicre zarmi
asarak kiiciik vezikiiller, membran arasinda partikiiller ve g¢esitli biiyiiklikte
agregatlar olusturarak hiicre biitiinliigiinii bozmaktadir. Bakteriyel hiicre igerisine
giren biyosiirfektanlar proteinler, enzimler, mineraller ve iz elementler gibi
sitoplazmik molekiillerle etkileserek ¢esitli metabolik faaliyetlerde aksamalara neden
olmaktadir. Iturin biyosiirfektaninin maya hiicrelerinde hiicre morfolojisi ve
membran yapisini bozarak antifungal etki sergiledigi belirtilmektedir. Benzer sekilde
surfaktin biyosilirfektaninin membran biitlinliigiinii bozdugu rapor edilmektedir.
Ayrica Dbiyosiirfektanlar mikroorganizmanm lipid tabakasinin ¢ozilintirligiinii

arttirarak da membran biitiinligiinii bozmaktadr'?".

Biyosiirfektanlarin antimikrobiyal, antifungal 6zellikleri ve medikal alanlarda
uygulanabilirligi pek ¢ok ¢alismada irdelenmistir. Ramnolipid biyosiirfektanlarinin;
Escherichia coli, Micrococcus luteus, Alcaligenes faecalis, Serratia marcescens,
Mycobacterium phlei ve Staphylococcus epidermidis bakterilerine kars1t miikkemmel
antifungal 6zellik sergiledigi, Aspergillus niger, Chaetonium globosum, Penicillium
crysogenum, Aureobasidium pullulans funguslarina, ayrica Botrytis cinerea ve
Rhizoctonia solani bitki patojenlerine karsi inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir
(122)

. Ramnolipidler, bakteriyel membran lipopolisakkaritlerinin yikimina sebep

olarak membran biitiinliiglinii bozmakta ve bu fonksiyonu ile antibiyotik 6zelligi
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gostermektedir. Benzer c¢alismalarda 200 mg/L ramnolipid ile 500 mg/L
sophorolipidin Phytophthora sp. ve Pythium sp.nin miselyum gelisimini % 80
oraninda inhibe ettigi rapor edilmistirt'*>. C. antartica, P. aeruginosa, B. subtilis ve
B. licheniformis tarafindan {iretilen biyosiirfektanlarin da antimikrobiyal 6zellik
sergiledigi belirtilmistir'*". Gerard ve arkadaslar, Pseudomonas aeruginosa
tarafindan iretilen ramnolipidin Mycobacterium tuberculosis’ e kars1 antimikrobiyal
aktivite sergiledigini rapor etmislerdir'®®. Rodrigues ve arkadaslari, L. lactis 53
tarafindan iretilen biyosiirfektanin ancak 25 mg/mL ve iizerindeki derigimlerde
kullamildiginda Staphylococcus aureus iizerine antimikrobiyal etki gosterdigini
belirtmislerdir(m). Literatlirde rastlanan bu sonuglar, BS-I, BS-II, BS-III ve BS-IV
biyosiirfektanlarinin  uygun doz ayarlamast ile antibiyotik tedavilerinde
kullanilabilirligini desteklemektedir. Bununla birlikte biyosiirfektanlarin kullanimi
ile antibiyotik tedavilerinde gerekli goriilen dozlarmn azaltilmas1 da miimkiindiir''*.
Biyosiirfektanlarin tip, farmakoloji ve eczacilik alanlarinda potansiyel kullanilma

yOnlerinin aragtirilmasi tip ve ekonomik agidan oldukca yararhdir.

Endiistriyel atiksular igerdikleri agir metal iyonlar: ile giinlimiizde en 6nemli
cevre sorunlarindan birini olusturmaktadir. Agmr metallerin atik sularla alici
ortamlara ulagsmasi sucul yasami olumsuz yonde etkilemektedir. Agir metallerin
parcalanabilir  6zellikte olmamasi, bu tiir kirliliklerin  giderilmesini  de
zorlastirmaktadir. Yiiksek konsantrasyonda agir metal iceren endiistriyel atiksularin
aritiminda ndtralizasyon ve kimyasal c¢okeltim, adsorpsiyon, sorpsiyon, iyon
degistirme, ters ozmoz, buharlastrma ve membran teknolojisi yoOntemleri
uygulanabilmektedir '*”. Bu anlamda mikroorganizmalarin ve mikrobiyal iiriinlerin
kullannm1 yiiksek performans ve diisiik maliyet nedeniyle cazip alternatif olarak

goriilmektedir. Endiistriyel uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilan ve atik
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sularla alic1 ortamlara aktarilan civa, kursun, kadmiyum, bakir, demir ve c¢inko
metallerinin biyosiirfektanlarla giderimi test edilmistir. BS-I biyosiirfektan: i¢in
giderim oranm1 Hg(Il), Pb (II), Cu (II), Cd (II), Zn (II) ve Fe(IIl) (%) swras1 ile 28.9,
52.3, 64.0, 48.7, 33.4 ve 31.5 olarak, BS-II biyosiirfektani i¢in ayn1 siralama 25.6,
54.9, 65.0, 50.2, 31.2 ve 29.7 olarak bulunmustur. BS-III biyosiirfektan:1 i¢in Hg(II),
Pb (1), Cu (II), Cd (1), Zn (I1) ve Fe(Ill) giderim oranlar1 (%) swras1 ile 31.5, 56.7,
68.9, 53.4, 39.8 ve 26.4 olarak, BS-IV biyosiirfektan1 i¢in ayn1 siralama 23.0, 61.2,
59.8, 49.7, 30.9 ve 27.3 olarak bulunmustur. Karboksil ve hidroksil gruplar1 metaller
ile kompleks olusumunda 6nemli fonksiyona sahiptir. FTIR sonuclarinindan tiim
biyosiirfektanlarin karboksil ve hidroksil gruplarim igerdigi belirlenmistir. Negatif
yikli bu gruplar ile katyonik oOzellikteki metaller arasindaki etkilesim
biyosiirfektanlar ile agir metal giderimini  agiklamaktadwr. Literatiirde
biyosiirfektanlar ile agir metal giderimi konusunda caligmalar olduk¢a azdir ve
yapilan calismalar yaygin olarak toprak ve sedimentlerdeki agir metal kirliliginin
giderimine yOneliktir. Ramnolipidin kontamine olmus topraklardan kadmiyum
gideriminde kullanim1 bazi ¢alismalarda rapor edilmistir"*®. Mulligan ve arkadaslar1,
agr metallerle kontamine olmus sedimentlerden agwr metal uzaklastirmak icin
Bacillus  subtilis’ten surfaktin, Pseudomonas aeruginosa’dan ramnolipid ve
Torulopsis bombicola’dan elde edilen sophorolipidler ile bakir ve ¢inko giderimi
calismiglardir. Ramnolipid 1ile %65 oraninda bakir, %18 oraninda ¢inko
uzaklastirildigii, sophorolipid ile %25 oraninda bakir, %60 oraninda ¢inko
uzaklastirildigii, surfaktin ile %15 oraninda bakir, %6 oraninda ¢inko

uzaklastirldigin1 rapor etmislerdir''®.

Mikroorganizmalar ile agir metal giderimi
literatiirde oldukca genis yer bulmustur fakat mikrobiyal metabolitler ile bu konudaki

calismalar heniiz istenilen noktaya ulagsmamaistir. Bu bakimdan ¢alismamizda
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biyosiirfektanlar ile agir metal giderimine de yer verilmis, diisiik dozda uygulanan
biyosiirfektanlar ile giderim agisindan 6nemli sonuclar elde edilmistir. Ayrica gerekli
doz ayarlamasinin yapilarak giderim oranmin daha yiiksek boyutlara ulasabilecegi

diisiincesindeyiz.

Biyosiirfektanlarin kan hiicreleri ile etkilesimi yapisal 6zellik, konsantrasyon ve
saturasyon gibi cesitli faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu c¢alismada da
izolatlara ait biyosiirfektanlarin hemolitik etkileri test edilmistir ve biyosiirfektanlarin
yiiksek derecede hemolitik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Biyosiirfektan
icermeyen kiiltiirasyon siiresince ¢ok diisiik miktarda hemoglobinin (0.1g/dL) seruma
gectigi gozlenmistir. Biyosiirfektan iceren kan kiiltiirlerinde ise yiiksek derecede
hemoliz sonucu hemoglobin molekiillerinin seruma gectigi belirlenmistir. En yiiksek
hemolitik  aktivite = Pseudomonas  aeruginosa  tarafindan Ttretilen  BS-I
biyosiirfektaninda gozlenmistir. En diisiik hemolitik aktivite ise Pseudomunas putida
tarafindan tretilen BS-III biyosiirfektani ile elde edilmistir. Mcclure ve arkadaslari,
ramnolipidlerin 12-26 pg/mL konsantrasyonlarnda kirmizi kan hiicreleri {izerine
hemolitik, farkli hayvan hiicreleri iizerine 100 pg/mL derisiminde ise saniyeler
igerisinde litik etki gosterdigini rapor etmislerdir''®’. Noudeh ve arkadaslar1 ise
Bacillus subtilis tarafindan iiretilen surfaktinin yiiksek derecede hemoliz aktivitesi
sergiledigini rapor etmislerdir*?. Biyosiirfektanlar hiicre zarinda genislemelere yol
acarak litik etki gostermektedir. Lipid yapidaki biyosiirfektanlar membran yapisina
katilarak membran biytkligiini arttrmakta ve baloncuk olusumuna neden
olmaktadir. Hiicre zarinda olusabilecek boyle bir degisiklik hiicre zari, iskeleti ve
stoplazma arasindaki etkilesimde aksamalara neden olmaktadir. Mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen kisa zincirli yag asitlerinin 16kositlerde kemotaksisi,

degraniilasyonu inhibe ettigi ve hiicre igerisinde onemli degisimlere neded oldugu
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rapor edilmistir. Uzun zincirli yag asitlerinin makrofaj hiicreleri ile etkilesimi
sonrasinda hiicrenin plazma zar1 ile iletisiminde aksamalar oldugu belirtilmistir.
Biyosiirfektanlara ait yag asidi kuyruklarinin hiicre membran1 yapisina girmesi ile
membran biitlinligliniin bozulmas1 s6z konusudur. Hiicrelerin ramnolipide maruz
kalmasi, anormal stoplazma genislemesine, membran-hiicre iskeleti etkilesiminin
bozulmasma ve lizise yol agmaktadir. Ayrica ramnolipid ve sentetik deterjanlarin
hiicre zar1 yapisindaki fosfolipid tabakalar1 {iizerine etkileri incelenmis ve
ramnolipidin sentetik formlarma kiyasla fosfolipid tabakanin bozunmasinda ve
coziinmesinde daha etkili oldugu gorilmiistiir. Biyosiirfektanlarin eritrosit hiicre
zarinda misel olusturmasi zar esnekligine, gecirgenligin artigina ve ani ozmotik lizise

yol agmaktadir''®”.

Hidrokarbon iceren atik sularmm mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak
biyosiirfektan elde edilmesi ve ayni zamanda bu tiir atiklarin aritilmasi sadece
bilimsel gelisme acisindan degil endiistriyel uygulanabilirlik agisindan da oldukga
onemli bir sonugtur. Petrol hidrokarbonlarmin parcalanmasinda gorev alan
bakterilerin 6zellikle kirlilik uzaklastirma ¢aligmalarinda kullanilacak sahanin dogal
izolatlar1 olmasi, bu uygulanabilirligi 6nemli derecede arttirmaktadir. Bu ¢alismada
biyosiirfektan iiretme 6zelligi saptanan izolatlarin hidrokarbon yapidaki bilesikleri
parcalama etkileri de arastirilmistir. Bu amagla her bir izolat i¢in optimum kosullarla
modifiye edilen rafineri atik su 6rnekleri ile izolatlar on giin siire ile inkiibe edilmis
ve belirli araliklarla aliman 6rneklerde hidrokarbon degredasyonu ve biyosiirfektan
dretimi test edilmistir. Tim izolatlarda baslangi¢ hidrokarbon degredasyonunun
oldukca diisik oldugu, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas  putida ve  Burkholderia  cepacia  izolatlar1  i¢in  sirasi

ile %1.8, %1.4, %0.9 ve %0.3 baslangic degredasyon orani saptanmustir. Kiiltiir
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ortaminda tretilen BS-1, BS-II, BS-III ve BS-IV miktarlar1 ise swrasiyla 28.3, 17.2,
193 ve 13.6 mg/L olarak belirlenmistir. Kiiltiirasyonun besinci giliniinde
degredasyon oranmnin 6nemli bir sekilde arttigi ve Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Burkholderia cepacia igin sirasi
ile %58.2, %26.2, %44.3 ve %20.18 degredasyon oranina ulasildig: tespit edilmistir.
Benzer sekilde izolatlarin biyosiirfektan tiretiminde 6zellikle dordiincii giinde 6nemli
bir artis kaydedilmistir. Tiim izolatlar i¢cin degredasyon siiresi arttik¢a degredasyon
oraninin da arttig1 belirlenmistir. Degredasyon 10 giin siire ile devam ettirilmis
ve %79.2 olarak en yiikksek degredasyon oranma Pseudomonas aeruginosa ile
ulagilmistir. Kiiltiirasyon siiresi sonunda Pseudomonas fluorescens ile %54.0,
Pseudomonas putida i¢in %69.5 ve Burkholderia cepacia ile %40.2 hidrokarbon
degredasyon oranlarina ulagilmistir. Biyosiirfektan iiretimi ise onuncu giin sonunda
BS-1I, BS-II, BS-III ve BS-IV igin swras1 ile 712, 448, 536 ve 356 mg/L olarak
belirlenmistir. Das ve Mukherjee, petrol ve tiirevleri ile kontamine olmus
bolgelerden izole ettikleri Bacillus subtilis DM-04 ve Pseudomonas aeruginosa M
tiirleri ile topraktaki hidrokarbon kirliliginin sirast ile %53 ve %75 oraninda
giderildigini belirtmislerdir"’". Zhang ve arkadaslar1 ise Pseudomonas aeruginosa

ile %58 oraninda hidrokarbon degredasyonunu rapor etmislerdir”.

Biyodegredasyon hidrokarbon yapidaki kontaminantlar gibi kimyasal
bilesiklerin enerjiye, hiicre kiitlesine ve metabolitlere doniislimiinii saglamaktadir.
Hidrokarbon degredasyonu siiresince izolatlar tarafindan biyosurfektan iiretildigi ve
kiiltlir ortamina salinan biyosiirfektan miktarinin artmasit ile hidrokarbon
degredasyonunun da Onemli Olciide arttigi  belirlenmistir.  Bu  sonug
biyosiirfektanlarin hidrokarbon ve su arasindaki yiizey gerilimini indirgeyerek

coziinemeyen bilesiklerin yiizey alanlarini arttirmasi ile agiklanabilir. Bu yolla bu tiir
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bilesiklerin biyolojik kullamlabilmeleri ve biyodegredasyonu kolaylasmaktadir®®.

Ayrica biyosiirfektan salimimi ile hiicre zar1 yapisindaki lipopolisakkaritlerin
ekstrakte olmasi hiicre yiizey hidrofobisitesini arttirmakta ve hiicre ile hidrokarbon
etkilesime girerek degredasyon orani artmaktadi'’”. Bardi ve arkadaslar,
nitrobenzenin 100 saat icerisinde %52 oranlarda degrade edilirken, b-siklodekstrin
ilavesi sonrasinda 100 saatte degredasyon oranmnin %96’ya ulastigini rapor
etmiglerdir. Dodekanin ise benzer sekilde 9 gilin yerine biyosiirfektan ilavesi ile 4
giinde degrade edildigini rapor etmislerdir"®?. Zhang ve arkadaslari, Pseudomonas
tarafindan iretilen ramnolipidin oktadekan dispersiyonunu ve biyodegredasyonunu
hizlandirdigim1 ve 1L ramnolipid ¢6zeltisinde bulunan oktadekanmn % 20’sinin 84
saat icinde mineralize oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica kiiltiir ortamina 0.22 g/L

ramnolipid ilavesi ile biyodegredasyon oraninin %58’e ulastigmi belirtmislerdir'”.

Izolatlar tarafindan hidrokarbon biyodegredasyonunda 3-4 giinliik bir
durgunluk fazi saptanmistir. Bu faz siiresince biyosiirfektan iiretiminin de diisiik
seviyelerde oldugu belirlenmistir. Bu sonug¢ rafineri atik sularindaki karbon
kaynaklarmnin kullanilabilirliginin diisiik olmasi ile mikrobiyal metabolizma i¢in
gerekli enerjinin saglanamamas: ile agiklanabilir. Belirli bir adaptasyon siiresi
sonunda  biyosiirfektan  Uretiminin de artmasinin  etkisiyle hidrokarbon
¢cOziiniirligliniin ve mikroorganizmalarin tiremesi i¢in gerekli besin kaynagina
ulagilabilirligin artmasi1 degredasyon oranini da arttirmaktadir. Mikroorganizmalarin
hidrokarbonlara adaptasyonunda; (i) spesifik enzimlerin uyarilmalar1 ya da
baskilanmalari, (ii) yeni metabolik 6zellikler ile sonuclanan genetik degisiklikler ve
(111) hidrokarbon kullanabilen mikroorganizmalarin se¢ici olarak c¢ogalmasi olmak
iizere lic mekanizma baskin olarak gerceklesmektedir. Benzer sekilde Walker™” ve

Floodgate®®” mikroorganizmalarin kisa bir adaptasyon siiresi sonrasinda degredasyon
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performanslarinda artis gozlemlediklerini rapor etmislerdir. Hidrokarbon yapidaki
bilesiklere adaptasyon siiresince mikroorganizmalarda amplifikasyon, gen transferi
ve plazmit aktarimi gibi genetik mekanizmalarin gergeklestigi belirlenmistir.
Hidrokarbon degredasyon genlerini tasiyan plazmid DNA’lar1 adaptasyonda 6nemli
role sahiptir. Naftalen, ksilen ve salisilat metabolik yollarmin Pseudomonas sp.’de
plazmidte kodlandig1 belirtilmistir. Ayrica dogal mikrobiyal populasyonlarin
hidrokarbonlara maruz kalmasi sonrasinda tiim populasyonda plazmid sikligmnin

(3%)

arttig1 belirlenmistir””’. Hada ve Sizemore, Meksika Korfezi’'nde aktif petrol

bolgelerinden alinan 6rneklerde 440 Vibrio izolati tayin etmis ve bu izolatlarin

yiiksek siklikta plazmid tagidiklarmni rapor etmistir"*>.

Rafineri atik sularinda bulunan hidrokarbonlar farkli zincir uzunluguna sahip
kompleks bir karisimdan olusmaktadir. izolatlarin hidrokarbon degredasyonuna ait
GC kromatogramlarinda gozlenen pik yogunluklar1 degerlendirildiginde diisiik
zincirli  hidrokarbon degredasyonunun daha basarili oldugu belirlenmistir.
Hidrokarbonlar mikrobiyal erisim bakimindan n-alkanler>dallanmig alkanlar>diisiik
molekiiler agirlikli aromatikler>siklik alkanlar olarak siralanmaktadir. Alkanlar ve
diisiik molekiiler agirlikli hidrokarbonlarin karbondioksite kadar yikilabildigi, yiiksek
molekiiler agirlikli aromatik hidrokarbonlarin ise genellikle mikrobiyal degredasyona
kars1 direncgli oldugu rapor edilmigtir®>*199. Heitkamp ve arkadaslari, iic aromatik
halka igeren diisiilk molekiiler agirlikli PAH’larin ¢ogu mikroorganizma tarafindan
karbon ve enerji kaynag1 olarak kullanilabildigini fakat yiiksek molekiiler agirlikli
hidrokarbon kullanimmin kisitli oldugunu belirtmislerdir''*>. Rahman ve arkadaslar,
Micrococcus sp., Bacillus sp., Corynebacterium sp., Flavobacterium sp. ve

Pseudomonas sp.’den olusan bir populasyon ile 8-11 karbon zincirli
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hidrokarbonlarla %100, 12-21 uzunlugundaki hidrokarbonlara %83-98, 22-31 karbon

zincirli hidrokarbonlarla ise %85 biyodegredasyon oranina ulagmuslardir'’®®.

Sonug¢ olarak c¢evresel kontaminant olan poliaromatik hidrokarbonlarin
biyolojik olarak iyilestirilmesinde mikroorganizmalarin kullanilmasi, gelisen endiistri
icinde meydana gelebilecek atiklarin yok edilmesinde veya bu bilesiklerin ortamdan
uzaklastirilmasinda kullanilabilecek uygun bir yontem olabilecegi belirlenmistir.
Petrol ve tiirevlerini igeren atik sularmm mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak
biyosiirfektan elde edilmesi ve ayni zamanda bu tiir atiklarin aritilmasi sadece
bilimsel gelisme acisindan degil endiistriyel uygulanabilirlik agisindan da oldukga
onemli bir sonuctur. PAH ile kirlenmis ortamlardan izole edilecek PAH parcalayan
bakterilerin, kontamine olmus ortamlara ekilmeleri, ekosistem dengelerinin yeniden
kurulmasma biiyiik katkilar saglayacaktir. Bu calisma ile poliaromatik
hidrokarbonlardan kaynaklanan cevre kirliligi ile miicadele etmek ve toplumlarin
hayat kalitesini 1yilestirmek amaciyla pahali teknikler ve prosesler yerine, dogadaki
mevcut biyolojik sistemlerin kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica dogal olarak
mevcut biyolojik sistemlerin yanmi sira, biyolojik materyallerden elde edilen
biyosiirfektanlarin da biyolojik iyilestirmede goz ardi edilemeyecek bir etkinlige

sahip olduklar1 saptanmistur.
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