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OZET

Kirletici 6zelliklerinden dolay1 canliliglr 6nemli 6l¢iide etkileyen, ham petrol ve
tirevlerinin dogal kaynaklardan uzaklastirilmas: ¢ok Onemlidir. Son yillarda bu
amagla yapilan mikrobiyoloji ¢alismalar1 arasinda, bakteriler vasitasiyla Kirleticilerin
ortamlardan uzaklastirilmas1 ve/veya daha az toksik/toksik olmayan formlara
dontistiiriilmesi yani “Biyoremediasyon” ¢alismalar1 6nemli bir yer tutmaktadir.

Bu ¢alismada, Marmara Denizi ve Karadeniz'den 2005-2008 yillar1 arasinda
izole edilmis 698 bakteri arasindan literatiirlere bagli olarak secilmis izolatlarin
petrol ve petrol tiirevlerini parcalama yeteneklerinin taranmasi ve bu yetenege sahip
bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi amaglanmistir. Bu baglamda, ilk olarak,
mikroplak testiyle kii¢iik 6lgeklerde ve farkli konsantrasyonlarda ham petrole maruz
birakilarak izolatlarin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) tespit edilmistir.
Mikroplak testiyle petrol pargaladigi belirlenen ve segilen 7 izolat, daha biiyiik
Olgeklerde ve yine farkli konsantrasyonlarda ham petrolle 30 giin boyunca inkiibe
edilmis, petrol tabakasi kalinligi milimetrik olarak her giin 6l¢lilmiis ve goriilen
fiziksel ve morfolojik degisiklikler ile birlikte not edilmistir. 30 giin sonunda deneme
ortamlar filtrasyon sistemleri yardimiyla siiziilmiis, bakterilerden arindirilan deneme
stvilari Gaz kromotografisi-Kiitle spektrometresi (GC-MS) analizine alimmuistir.
Calisilan deneme ortamlarinin tamaminda, ham petroliin alkan birimlerinden daha
kiiciik olan ve ham petrolde bulunmayan, Kuinolin (CgH;N) ad1 verilen heterosiklik
aromatik organik bir azotlu birimin varligi tespit edilmistir. Membran filtrasyon
isleminde kullanilan seliiloz filtreler {izerinde kalan bakteriler yeniden uygun
besiyerlerine ekilerek bakterilerin canliligi ve geri kazanimi saglanmistir. Calismanin
son asamasinda 7 izolat tiir diizeyinde tanimlanma i¢in VITEK 2 Kompakt Otomatik
Tanimlama Sistemi ile test edilmistir. Bunlardan 5 tanesi Serratia plymuthica,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae, Staphylococcus lentus
ve Staphylococcus sciuri olarak tanimlanmustir. Iki tanesi ise tanimlanamamis ve
yeni tiir olmasi olasiligini diistindiirmiistiir.

Bu ¢alisma genel olarak, “Biyoremediasyon” denemeleri adina iilkemizde

yapilan 6zgiin ve oncii ¢alismalardan birini olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyoremediasyon, Deniz Mikrobiyolojisi, Petrol Kirliligi.



SUMMARY

Decontamination of oil and oil derivatives, which cause environmental
pollution and effect biological equilibrium dramatically, has also great significance
for natural resources and applied microbiology. Removal or be converted to less
toxic or non-toxicdifferent forms of oil hydrocarbons via bacteria and known as
“Bioremediation” has become an important issue.

In this study, the aim was to scan crude oil and oil derivatives degradation
ability of selected isolates through 698 bacteria were isolated between 2005-2008
from Sea of Marmara and Black Sea and identification of these degradative bacteria
at the species level. In this context, firstly, by testing crude oil at different
concentrations on the isolates, their minimum inhibitory concentrations are detected.
Oil degrading 7 isolates, which determined and selected with microplate test, are
incubated for 30 days at different concentrations and bigger scales in crude oil and
necessary measurements are recorded. After that 30 days period, samples are filtrated
through membrane filtration system, obtained liquids are prepared for gas
chromatograpy-mass spectrometry analysis. Degraded hydrocarbon compound,
Quinoline is defined with GC-MS analysis in all isolates. Remaining bacteria on
cellulose filters that are used for membrane filtration are cultivated again appropriate
medium for recovery of bacteria. In the last phase of our studies, bacteria were taken
at the species level to be defined by the VITEK 2 Compact Automatic Identification
System. Five of the seven bacterial samples have been identified as Serratia
plymuthica, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae subsp. o0zaenae,
Staphylococcus lentus and Staphylococcus sciuri by VITEK 2 compact automatic
identification system. The remaining two of them could not be identified of species.

Our thesis study is used to with the source and the methods, on the
"Bioremediation” conducted experiments on behalf of our country is one of the

original and pioneering work.

Key Words: Bioremediation, Marine Microbiology, Oil Pollution.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez calismam boyunca bilgi ve deneyimlerini
benimle paylasan, tezimin olusturulmasinda, deneylerimin diizenlenmesi ve
gerceklestirilmesinde hep yanimda olan ve benimle beraber calisan degerli hocam
Yrd. Dog Dr. Yosun MATER’ e saygi ile tesekkiir ediyorum.

Deney calismalarinda kullanilan ham petrol numunesinin teminini saglayan
Tiipras-izmit Rafinerisi’ne ve VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Cihazi’nin
kullanimi konusunda gosterdikleri anlayis ve ilgiden dolay1 Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisli Personeli’ne tesekkiir ediyorum.

Gaz kromotografisi ve Kiitle spektrometresi (GC-MS) analizlerinde
yardimlarint ve yol gostericiligini esirgemeyen degerli hocam Dog¢. Dr. Pmar
ERGENEKON’a ve GTU Cevre Miihendisligi Boliimii Enstriimantal Analiz
Laboratuvari ¢alisanlarina tesekkiir ediyorum.

Gerek lisans gerekse de yiliksek lisans egitimimde maddi ve manevi
desteklerini hi¢gbir zaman benden esirgemeyen aileme sevgi ile tesekkiir ediyorum.

Bu tez calismast GTU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanligi

tarafindan 2012-A-02 no'lu BAP projesi ile desteklenmistir.
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Kisaltmalar
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O . Oksijen
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SOs* . Siilfit

BaP . Benzo[a]piren

GTU . Gebze Teknik Universitesi
ITOPF . Uluslararas1 Tanker Sahipleri Kirlilik Federasyonu
IK . Izmit Korfezi

K :  Karadeniz

LPG :  Likit Petrol Gaz1

M : Marmara Denizi
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oD : Optik yogunluk

PAH . Poliaromatik hidrokarbonlar
TSA . Triptik Soy Agar
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US-EPA :  Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Birimi
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1. GIRIS

Cagimmizin en biiyilk sorunlarindan biri ¢evre kirliligidir. Cevre kirliligi;
canlilar1 tehdit eden, cansiz varliklarin niteligini degistiren, zararli maddelerin hava,
su ve toprak gibi alict ortamlara yogun bir bi¢imde karigmasi olayidir. Bu olay
sonucunda alic1 ortamlarin fiziksel, kimyasal ya da biyolojik 6zellikleri degismekte
ve dogal dengeleri bozulmaktadir. Hava kirliligi, su kirliligi, toprak kirliligi, giirtiltii
Kirliligi ve niikleer kirlilik, ¢evre kirliligi ¢esitlerine 6rnek olarak verilebilir. Dogal
hayata zarar vermesi nedeniyle, ¢evre kirliligi diinyada ve iilkemizde ¢6ziimii aranan
onemli bir sorundur [Ceyhan ve Esmeray, 2012].

Su kiirenin (hidrosfer) baslica boliimleri igerisinde denizler 6nemli bir yer
tutmaktadir. Yapilan aragtirmalara gore beseri faaliyetler sonucu denizlerin giderek
kirlenmekte oldugu ortaya ¢ikmistir. Denizyolu ulasimi, ulusal savunma faaliyetleri,
balikgilik, deniz iirlinleri yetistiriciligi, turizm, sualtt sondaj1, kiyr endiistrileri gibi
faaliyetler degisen oranlarda kati, sivi ya da gaz halinde mineral, organik, kimyasal
ve radyoaktif dokiintiiye sebep olurlar. Deniz kirliligi; canlilara ve deniz yasamina
zarar veren, insan sagligina tehlike olusturan, balik¢ilik ve diger yasal deniz kullanim
sekilleri gibi deniz faaliyetlerini engelleyen, deniz suyu kalitesini bozan ve denizin
sagladig1 imkanlar1 kisitlayan maddelerin ya da enerjinin insanlar tarafindan dolayl
olarak ya da dogrudan deniz ortamina sokulmasidir [Web 1, 2015]. Bir¢ok zararli
organik, inorganik, radyoaktif ve/veya biyolojik madde ve materyal deniz kirliligine
neden olmaktadir [Aras, 2000]. Bunlarin en Onemlilerinden birisi petrol ve

tiirevlerinin olusturdugu kirliliktir [Hun, 1997], [Ceyhan ve Esmeray, 2012].
1.1. Petrol ve Petrol Tiirevleri ile Cevre iliskisi

Insanhigin en énemli ve vazgecgilmez gereksinimlerinden birisi enerjidir.
Enerjinin iiretilmesinde kullanilan kaynaklarin basinda fosil yakitlar gelmektedir.
Fosil yakitlarin baslicalari; petrol, komiir ve dogal gazdir [DPT, 2001]. Diinyada
birincil enerji tiiketimini olusturan {i¢ fosil yakit; petrol, dogalgaz ve komiir; enerji
eldesinde %90’a ulasan bir paya sahiptir. Sadece petroliin enerji tiikketimindeki pay1

%36,84’tlir. Enerji liretimini saglayan kaynaklarin kullanimi siralamasinda petroli,



komiir %27.17, dogalgaz %23.69, hidroelektrik %6.19, niikleer %6.10 oranlarinda
izlemektedir [DPT, 2006].

Petrol ve petrol tiirevleri, endiistriyel ve giinliik hayatta enerji ihtiyaci i¢in
temel kaynaklardan biri olmanin yaninda plastikler, boyalar ve kozmetik iirtinler gibi
pek cok kimyasal tiriiniin de ham maddesi olarak kullanilmaktadir [Harayama et al.,
1999]. Yirminci ylizyilin sonlarindan itibaren artan diinya niifusunun enerji
ihtiyaclarinin karsilanmasi i¢in diinyanin mevcut kaynaklar1 hizla tiiketilmis ve bu
nedenle ¢ok genis bir kullanim yelpazesine sahip petroliin tiiketimi de katlanarak
artmistir. Bu noktada insanoglunun karsilastigi en biiyiik sikinti, tiiketim alanindaki
bu artisa bagli olarak petrol ve petrol triinlerinin kullanim1 esnasinda ortaya ¢ikan
atiklarin geri kazaniminin olduk¢a zor olmasi nedeniyle hava, su ve toprak gibi
hayati dogal kaynaklarin hizla kirlenmesine neden olmasidir. Petrol ve petrokimyasal
tirevlerinin artiklart ¢evre kirliliginde diinyadaki en ciddi problemlerdendir. Saglik
ve ekosistem agisindan tehlike olusturmaktadir [Oztiirk vd., 2004].

e Petroliin Kimyasal Yapisi

Genel olarak petroliin, milyonlarca yil 6nce yasamis bitki ve hayvan
kalintilarinin denizlerde biriken ¢okelti katmanlar: igerisinde, oksijensiz bir ortamda
clirliyerek, belirli bir basing ve sicaklik altinda ayrismasindan olustugu
varsayllmaktadir [DPT, 2006].

Petrol, temelde sadece karbon ve hidrojen elementlerinden olusan
hidrokarbonlardan meydana gelir. Bununla beraber, bu iki element ¢ok c¢esitli ve
karmasik molekiil yapilart olustururlar. Yani, petroliin her zaman sabit bir kimyevi
bilesimi yoktur. Cikarildig1 bolgeye gore kimyasal acidan degisiklik gosterebilir.
Buna gore elde edilen petrol yapisinda hidrokarbonlarin yani sira, daha diisiik
oranlarda, ancak malzemenin yapisini etkileyebilecek kadar da etkili miktarlarda
azot, kiikiirt, oksijen ve metal elementleri (vanadyum, nikel, vb.) bulundurur. Petrol

igerisinde elementlerin yilizdelik dagilimi kabaca su sekilde verilmektedir:

e Karbon (C): % 83,0- 87,0
e Hidrojen (H): % 10,0- 14,0
e Azot(N): %0,1- 2,0

e Oksijen (O): % 0,05- 1,50


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimya

e Kiikiirt (S): % 0,05- 6,0
o Nikel (Ni), Vanadyum (V): % 0,1 (<1000 ppm)

seklinde petroliin yapisinda bulunur [Uysal, 2006].

Hidrokarbonlarin yan1 sira petroliin yapisinda diisiik i¢erikte bulunan hetero-
bilesikler (kiikiirt, azot, oksijen ve metaller) ¢ogu zaman zararli etkilerinden dolay1
rafinasyon sirasinda uzaklastirilirlar. Kiikiirt hem zehirleyici 6zelligi, hem de araba
motorlarinda korozif etkileri nedeniyle petrolde istenmeyen bir elementtir. Ayrica
petroliin yanmasi ile yapisindaki azot ve kiikiirt bilesikleri, dogaya zararl nitrik ve
stilfirik aside dontisiir ve bu asitler de asit yagmurlarina sebep olur [Uysal, 2006],
[Web 2, 2013].

Petrol denilince benzin, gazyagi veya dizel gibi belirli bir yakit degil,
genellikle dogal halde bulunan ve yer altindan ¢ikartilan ham petrol kastedilmektedir
[Turgay, 2005]. Yerkiire igerisinde organik materyalin baskalasim gegirmesiyle
meydana gelmis ve gozenekli kayaclar icerisinde depolanmis sivi haldeki
hidrokarbonlara “ham petrol” adi verilir. Rafine edilmis petrolden ayirt etmek igin
ham petrol diye isimlendirilen sivi petrol, ticari agidan en 6nemli olanidir. Ham
petrol rafinelerde bilesenlerine ayristirilarak, giinliik yasamda kullanilan pek ¢ok
madde ve akaryakit elde edilmektedir [Uysal, 2006].

Petrol rezervlerinden ¢ikan ham petroliin icinde binlerce farkli tip
hidrokarbon  bulunmaktadir.  Hidrokarbonlar  ham  petrolin  %55-98'ini
olusturmaktadir. Genel formiilleri [CxHy] dir ve en hafif liyesi metan (CH4) gazidir.
Petroldeki hidrokarbonlar asagida resmedildigi alifatik ve aromatik olmak tizere iki

ana gruba ayrilir [Erol, 2010].

Hidrokarbonlar
s
| | | 1 1 | | 1
Alkan Alkin Alken Mono Di Poli
Aromatik Aromatik Aromatik

Sekil 1.1: Hidrokarbonlarin siniflandirilmasi.




Biinyesinde bir ya da daha fazla benzen halkasi bulunduran halka yapili
bilesiklere “Aromatik Hidrokarbon adi verilir [Uysal, 2006]. En basit iiyesi benzen
[CsHe] dir. Benzen, toluen ve ksilen gibi monoaromatik hidrokarbonlar, Sekil 1.2'de

goriildiigii tizere bir tane aromatik halka igerirler [Nesimigil, 2006].

CHs

Benzen Toluen Ksilen

Sekil 1.2: Aromatik hidrokarbonlarin halka yapist.

Poliaromatik Hidrokarbonlar (PAH), petrol bilesenlerinin en inatg¢isi olup 2
veya daha fazla benzen halkasi iceren hidrofobik bilesiklerdir. Hidrofobik
yapilarindan dolayr sudaki ¢oziiniirlikleri olduk¢a azdir. Toksik, mutajenik ve
kanserojenik olduklar1 bilinmektedir. Dogal ya da antropojenik kaynakli olarak
organik maddelerin tam yanmamas: sonucu olusurlar. Dogal kaynakli olusumlari
orman yanginlar1 ve volkanik patlamalar sonucu gergeklesirken, antropojenik
kaynakli olusumlar1 ise petrol ve komiir gibi fosil yakitlarin ve odun gibi kati
yakitlarin 1sinma ve/veya enerji amach kullanilmasi sonucu meydana gelmektedir.
PAH’lar belirli bir amag i¢in tiretilmemektedir. Komiir, fuel oil, akaryakit, odun gibi
maddelerden enerji elde edilirken yanma ya da tam yanamama sonucu olustuklari
icin atmosferde siirekli bulunurlar. Yagmur ve erozyon gibi doga olaylar1 ile karaya,
denize ve sedimentlere ulasirlar. Ancak arastirma amagl tiretilen PAH’lar da vardir.
Bunlar saglik alaninda, pestisit, boya ve plastik yapiminda kullanilmaktadir [Alver
vd., 2012].

Dogada 100’den fazla PAH bilesiginin bulundugu yapilan caligmalarda
belirtilmektedir [Falco et al., 2003], [Moret et al., 2010], [Martorell et al., 2010].
Ancak Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Birimi (United States
Environmental Protection Agency, US—-EPA) tarafindan bunlarin 16 tanesi toksik,
mutajenik veya kanserojenik potansiyellerinden dolay1 dncelikli kirleticiler arasinda

sayilmistir ve Tablo 1.1'de siralanmistir [US-EPA, 1999].



Tablo 1.1: US-EPA tarafindan oncelikli kirletici olarak degerlendirilen

16 PAH bilesigi.
* Antrasen (An) * Dibenzo[a,h]antrasen (DahA)
* Asenaften (Ane) * Fenantren (Phe)
* Asenaftelen (Anp) * Floranten (Flu)
* Benzo[a]antrasen (BaA) * Floren (Flr)
* Benzo[a]piren (BaP) * Indeno[1,2,3-cd]piren (IcdP)
* Benzo[b]floranten (BbF) * Krisen (Chr)
* Benzo[g,h,i]perilen (BghiPy) | * Naftalin (Np)
* Benzo[k]floranten (BkF) * Piren (Py)

PAH bilesikleri igerisinde en tehlikelisi Benzo[a]piren (BaP)’dir. BaP, DNA
gibi hiicresel makromolekiillerle bag kurarak canli biinyesinde kanserojenik ve
mutajenik etki gosterir [Mastral et al., 2003]. Yine, BaP kanser arastirmalarinda
model bilesik olarak kabul edilmistir [Alver vd., 2012]. Sucul canlilar iizerine
yapilan bir ¢ok arastirmada, canlilarin dokularinda PAH’larin, 6zellikle de BaP’in
mevcut oldugu gosterilmistir [Bedding et al.,, 1985]. Yapilan bir diger bazi
arastirmada da Kanada ve ABD’nin Pasifik sahili boyunca deniz midyelerindeki BaP
konsantrasyonu ile endiistrilesme, kentlesme ve sahil suyunun rekreasyonel

kullanim arasinda oldukea siki bir iligki oldugu gosterilmistir [Ustiin vd., 2003].

e Petrol ve Deniz Kirliligi

Diinyadaki petrol kaynaklarinin biiyiik bir hizla tiikkenecegi ve en iyimser
tahminle ancak bir yiizy1l daha yetecegi soylenmektedir. Buna kargin, petrol iiriinleri
ile denizlerin son yillardaki kirletilis oranlar1 ve ¢evre sagligina olan etkilerinin
yiizyillar boyu goriilecegi one siiriilmektedir [Aras, 2000].

Her yil yaklasik olarak altt milyon ton petrol (Diinyadaki petrol iiretiminin
yaklasik %0,25°1) dogal ve antropojenik kaynaklardan deniz ve okyanuslara giris
yapmaktadir [Ustiin ve Biiyiikgiingdr, 2007]. Denizlerdeki petrol kirliliginin dogal
kaynaklari; sediment erozyonlari, dogal sizintilar ve denizlerdeki mikroorganizmalar
tarafindan yapilan biyosentez siirecleridir. Denizlerdeki antropojenik petrol
kirliliginin kaynaklar1 ise petroliin aranmasi, ¢ikarilmasi, iretilmesi, islenmesi,

tasinmas1 ve kullanilmasi sirasinda biiyiik miktarlarda petrol ve petrol tiirevi



maddelerin kazayla, ihmalle veya yasadisi olarak deniz ortamina girmesidir.

Denizlerdeki petrol kirliligine neden olan antropojenik kaynaklart siralarsak:

e Deniz yataginda yapilan petrol arama ve ¢ikarma caligmalar1 (sondajlama,
bosaltma, vb.),

e Denizden iiretim siirecinde sizmalar ve petrol platformlarinda meydana gelen
cesitli kazalar,

e Gemilerin limanlarda yiikleme ve bosaltma islemleri sirasinda meydana gelen
kirlilik,

e Gemilerde, yasal olmamasina ragmen, yagh balast tanklarinin yikanmasi,
sintine sularinin denize bosaltilmasi ve ¢oplerin denize dokiilmesi,

e Denizlerde siirdiiriilen askeri faaliyetler ve savaslar,

o Atmosferik partikiillerin ¢okelmesi,

e Evsel ve endiistriyel atiklarin desarj,

e Tanker kazalar,

sik karsilasilanlaridir [Turgay, 2005].

Petrol ve petrol iriinlerinin toplam enerji talebinin karsilanmasindaki payi
sanayilesmenin ve sehirlesmenin etkisiyle artmaktadir. Giderek artan tiiketim,
petroliin ¢ikarildig1 ve islendigi bolgelerden ¢ok daha uzaktaki noktalara tasinmasini
bir gereklilik haline getirmektedir. Petrol tagimaciliginin biiyik bir kismi,
maliyetlerinin gorece diisilk olmasi nedeniyle deniz yolu ile tankerler vasitasiyla
gerceklestirilmektedir [Bilgin, 2003].

Petrol ihtiyacinin tamamina yakinini ithal etmekte olan ve cografi konumu
geregi ve boru hatlar1 vasitasiyla Rus ve Hazar petrollerinin ¢ikis kapis1 konumunda
olan Tirkiye diinyadaki en oOnemli petrol transfer gilizergahlarindan birinin
tizerindedir. Bu nedenle Tirkiye’nin karasularinda yogun bir tanker trafigi
yasanmaktadir. Ozellikle, kiiresel petrol {iretiminde ciddi bir rol iistlenen Rusya;
petroliinii Karadeniz ve Baltik Denizi iizerinden diinyaya dagitmaktadir. Rusya
petroliiniin yarisina yakin boliimii Karadeniz, Tiirk Bogazlari ve Ege Denizi
iizerinden Giiney Avrupa iilkelerine sevk edilmektedir. Ulkemizin konumunun

stratejik onemi, ekonomimize biiyiik katkilar saglamasina ragmen, kazalara maruz



kalindig1 takdirde kara ve deniz ekosistemleri iizerinde olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Ulkemizde Bogazlar Bolgesi basta olmak iizere karasularimizin bir
bolimii ciddi bir petrol Kirliligi riski ile kars1 karsiyadir [Baylan, 2011].

Her yil binlerce ton petrol ¢esitli nedenler sonucunda denize dokiiliir ve
canlilarin hayatin1 tehdit eder. Bu nedenlerin basinda tanker kazalar1 gelmektedir.
Ulkemizde petrol tankeri kazalarmdan oldukca etkilenmektedir. Bunun sebebi;
iilkemizin deniz ticareti yollar1 iizerinde bulunmasi ve iki 6nemli gecis noktasi
Istanbul ve Canakkale Bogazlarina sahip olmasidir. Ozellikle istanbul Bogazinda her
yil farkli sayida tanker kazalari meydana gelmekte ve binlerce ton petrol denize
dokiilmektedir. Istanbul Bogazi’nda meydana gelen en énemli tanker kazalar1 ve bu

kazalar sonucu dokiilen petrol miktarlar1 Tablo 1.2°de verilmistir [Giiven ve Oztiirk,

2005], [Demiray, 2006], [Baris, 2011], [Baylan, 2011].

Tablo 1.2: Istanbul Bogazi'nda gériilen 6nemli kazalar ve dékiilen petrol miktarlari.

TARIH KAZA YAPAN TANKERLER | DOKULEN PETROL MIKTARI (~)
14.12.1960 World Harmony 22.000 ton
15.11.1979 Independenta 95.000 ton

1982 Unirea 66.400 ton
29.03.1990 Jambur & Datongsham 2.600 ton
13.23.1994 Nassia 20.000 ton
13.02.1997 TPAO 1.500 ton
07.11.1999 Semele & Sipka 10 ton
29.12.1999 Volganeft 248 1.500 ton
06.10.2002 Gotia 25 ton
11.11.2003 Svyatov Panteleymon 500 ton
19.01.2010 Orgun C 125 ton

e Petrol Kirliliginin Canlilar Uzerindeki Etkisi

Hemen hemen hicbir deniz bdlgesi antropojenik kaynakli petrol Kirliginin
etkisinden kurtulamamistir. Bu nedenle petrol ve petrol tiirevlerinin deniz
ekosisteminde kisa veya uzun vadeli zararlara sebep olmaktadir.

Bu zararlar arasinda ilk olarak deniz yiizeyinde olusan petrol filminin etkisini
ele alalim. Denize dokiilen petroliin yiizeyde olusturdugu film, atmosfer ve deniz

arasindaki gaz aligverisini engelleyerek sudaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun



diismesine neden olur. Ayrica 151k gecirgenligini azaltarak deniz ortamindaki yasam
i¢in ¢ok 6dnemli olan fotosentez olayini engeller.

Diger bir etken her tiirlii deniz tagima araglarinin sintine ve balast sularindan,
rafineri ve petrokimya komplekslerinin atik sularindan, petrol dolum ve bosaltim
tesislerinden ve tanker trafiginden kaynaklanan petrol Kirliligini ele aldigimizda
denizlerdeki besin zincirinin tiim halkalar1 {izerinde 6nemli etkilere sahip oldugunu
goriiyoruz. Petroliin  bilesimindeki mikro Kirleticiler (PAH’lar) tek hiicreli
organizmalardan baslayarak baliklara ve son olarak da insana kadar ulasan besin
zinciri yoluyla tasmnirlar. Deniz suyunda ppb (milyarda bir) oranindaki hidrokarbon
yogunlugu, birikim (biyo-akiimiilasyon) sonucu, denizel organizmalarda ppm
(milyonda bir) diizeylerine ulagsmaktadir. Diger bir deyisle bu zehirli hidrokarbon
bilesiklerinin deniz canlilarindaki oran1 1000 kat artmaktadir [MBB, 1991].

Deniz ortaminda yasayan degisik canli tiirlerinin petrol bilesiklerine karsi
duyarliliklar1 da farklidir. Bu bilesikler deniz canlilari iizerinde, sudaki hidrokarbon
yogunluguna bagli olarak, toksik etki yaratip Sekil 1.3'te gosteriligi sekilde flora ve

faunanin kademeli olarak yok olmasina neden olabilir [Web 1, 2015].
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Sekil 1.3: Hidrokarbonlarin deniz organizmalari tizerindeki etkisi.

Petrol {irtinlerinin canlilarda dogrudan yarattig1 toksik etkilerin yani sira,
dolayli neden oldugu fizyolojik etkileri de s6z konusudur. Ornegin, petrol {iriiniiniin

canlilarin  beslenmesinde yasamsal rol oynayan kemo-reseptorlerin (Kimyasal



algilayicilar) iizerini kapatarak organizmanin beslenme olanagini ortadan kaldirdigi
saptanmistir. Buna ek olarak, bazi canlilarda tiremeyi gergeklestiren mekanizmalar
arasinda 6nemli rol oynayan feromonlarin, yani karsi cinsi ¢gekmek igin organizma
tarafindan salgilanan kimyasal maddelerin maskelenmesidir. Ornegin, 1stakozlarda
ciftlesmenin gerceklesebilmesi i¢in disi tarafindan feromonlarin salgilanmasi gerekir.
Feromonlarin petrol iiriinlerince maskelenmesi, disi ve erkek fertlerin, dolayisiyla
sperm ve yumurtalarin iireme i¢in bir araya gelmelerini zorlastirmaktadir. Bu durum,
tiiriin iiremesini, dolayisiyla varligini siirdiirmesini etkiler. Ozellikle yumurtalar,
larvalar ve yeni dogan bireylerden olusan hassas deniz canlilari, ¢ok seyreltilmis olsa
da toksik ozellikteki PAH bilesiklerinden etkilenebilir. Ozetle, petrol ve
tiirevlerinden kaynaklanan toksik etkiler en dayaniklisindan en hassasina tiim deniz
canlilar1 {izerinde etkilidirler. Bu durum ekolojik dengenin bozulmasin ve ¢ok uzun
yillar boyunca diizelememesine yol agabilir. Fizyolojik olarak petrol, baliklarin
beslenme, hareket ve iireme gibi islevlerinde; tat, koku, renk gibi ekonomik
degerlerinde olumsuz etkiler yaratabilir [MBB, 1991].

Yasam siireclerinin biiylik boliimiinii deniz dibi zemini iizerinde veya zemini
olusturan sedimentler igerisinde gomiilii olarak geciren bentik organizmalar
(Yumusakgalar, Kabuklular, Derisidikenliler, Kurtlar, Solenteratlar ve Hidroidler)
genellikle suyu filtre eden veya sediment igerisinde ¢okelmis olarak bulunan
maddeleri slizen canlilar olarak bilinirler. Bu yasam diizenlerine bagli olarak
Kirleticileri viicut dokularinda biriktirmeye agiktirlar [MBB, 1991]. Suyun
filtrasyonu siirecinde farkli sekillerde petrolii alabilirler. Petrol hassas epitel dokular
(solungag, mukoza vs.) iizerinde birikebilir, onlarin dokularini tikayabilir ve buna
bagli olarak filtreleme sistemlerinin bozulmasina sebep olabilir. Filtreleme
mekanizmalar1 bu sekilde etkilenen bentik organizmalar hem beslenemezler hem de
zehirli maddelerin etkisiyle zarar goriir ve yapilarinda petrol igerirler [Web 1, 2015].

Suyun hareketine bagl olarak, diger bir deyisle pasif hareket eden planktonik
organizmalar, &zellikle de yiizey su tabakasinda yer alan planktonik tiirler, petrol
kirlenmesinden en fazla etkilenen canli grubunu olustururlar. Dolayisiyla yiizen
petrol kiitleleri ve filmleri ile bulasa maruz kalmalar1 ve/veya beslenme, 0zmos gibi
fizyolojik islevleri sonucunda hiicrelerine petrol alinmasi, bu organizmalar igin
oliimciil olacagi gibi bazi1 durumlarda ve miktarina bagh olarak akut veya kronik,

subletal etkiler gosterebilirler.



Planktonik organizmalar denizel ortamlardaki besin zincirinde, 6zellikle de
ototrof olan fitoplankton tiirleri nedeni ile ¢cok 6nemli bir yere sahiptirler. Petrol ve
tirevlerinden kaynaklanan toksik etkenlerin bunlar {izerindeki etkisi, s6z konusu
bolgelerdeki deniz prodiiksiyonunu olumsuz etkiler. Deniz yiizeyine yayilan petrol
filmi, gilines 1smlarmin su igersinde ilerlemesini kisitlayarak, fitoplanktonlarca
yapilan fotosentezi engelleyebilmektedir.

Denizde yasayan organizmalarin yani sira, su ylizeyini kullanan bazi deniz
kusu tiirleri de yiizeyde olusan petrol filmi tabakasindan etkilenirler. Deniz kuslari
hayatlarin1 siirdiirebilmek diger bir deyisle deniz ylizeyiyle yiyecek bulmak ve
ucuslari sirasinda dinlenmek igin iliski halindedirler. Kuglar avlanma amaci ile suya
dalislar1 sirasinda yiizeyde film olusturmus petrolii yutabilir, soluyabilir ve/veya
tiyleri petrole bulanabilir. Kus tiiylerinin petrole bulanmasi kuslarin termal
yalitmmi, Su {stinde batmadan yiizmesini ve havalanma yeteneklerini
kaybetmelerine neden olabilir. Ayrica, derileri ile temas eden petrolden
zehirlenebilirler. Bu nedenle hemen her biiyiik tanker kazasindan sonra marti,
karabatak ve benzeri deniz kuslarinin kitleler halinde o6ldiikleri gézlenmistir [MBB,
1991]. Buna dair bir érnek olarak; 2002 yilinda Ispanya agiklarinda, Galigya’nin
Atlantik okyanusu kiyisinda meydana gelen Prestige isimli petrol tankeri kazasi
sonras! Ispanya ve Fransa’da yiizlerce kilometrelik sahil seridinin kirlendigi ve kus
popiilasyonlarinin zarar gordiigii gozlenmistir. Benzer sekilde 2003 Subat ayinda 71
farkli tiirden 20.000’den fazla kusun (%75’ten fazlasi 6lii olarak) zarar gordiigi
tespit edilmistir. Bu kazada en agir etkilenen kus tiirti ise Guillemot tiiridir (Uria
aalge). Bu tiire ait 11.000’den fazla kus 6lii bulunmustur [EEA, 2003].

Deniz kuslarinda gézlenen duruma benzer sekilde deniz memelileri de petrol
ve tiirevlerinin olusturdugu ylizey filmi tabakasi nedeniyle nefes alma agamasinda su
yiizeyine ¢iktiklarinda olumsuz sartlarla karsilagsmaktadirlar. Bu durum balina, yunus
ve fok gibi deniz memelilerinin avinin azalmasina neden oldugu gibi, petrole
bulanmis gidalar1 yemelerinden dolayr bedenlerine bulasan atiklar nedeniyle bu

canlilara zarar vermektedir [Web 1, 2015].
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1.2. Tez Calismasiin Amaci, Bilime Katkis1 ve Icerigi

Kirletici, toksik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinden dolay1 biyolojik
dengeyi oOnemli Olgiide etkileyen petrol ve petrol tlirevlerinden kaynaklanan
kirlenmeye kars1 doganin temizlenmesi, bu amagla dogal kaynaklarin ve uygulamali
mikrobiyoloji ¢alismalarinin kullanilmasi olduk¢a dnemlidir.

Bir¢ok alanda kullanilan petrol ve iriinleri, her siirecte sucul ve karasal
ekosistemlerde kirlenmelere sebep olmaktadir. Mikroorganizmalarin, petrol ve petrol
tirevleriyle kirlenmis ortamlarda yasayabildigi ve dolayisiyla biyokimyasal
stireclerle petrol hidrokarbonlarin1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabildigi
bilinmektedir. Son yillarda bu amagla yapilan mikrobiyoloji ¢alismalari arasinda,
bakteriler araciligi ile kirleticilerin ortamlardan uzaklastirilmasi ve/veya daha az
toksik/toksik olmayan formlara doniistiiriilmesi yani “Biyoremediasyon” (biyolojik
iyilestirme) calismalar1 6nemli bir yer tutmaktadir.

Diinya’daki 6nemli ham petrol transfer giizergahlarindan biri olarak tilkemiz
karasularmda yogun bir tanker trafigi yasanmaktadir. Ozellikle Marmara Denizi,
sahip oldugu Istanbul ve Canakkale Bogazlar1 nedeniyle tanker kazast riski ile her an
kars1 karsiyadir. Marmara denizi; Karadeniz kokenli ve gemi tagimaciligi kaynakl
pek cok kirletici etkenle yiiz yiizedir. Buna ek olarak, Istanbul ve Kocaeli gibi biiyiik
sehirlerin evsel ve endiistriyel atiklarindan da yogun olarak etkilenmektedir. Benzer
sekilde petrol tankerlerinin olas1 kazalarina da sahit ve agik olan bu denizler, risk
altinda olan bir bolge olmasi ile bakteri-petrol iliskisini inceleyebilecegimiz 6zgiin
bir arastirma alan1 olusturmaktadir.

Bu tez calismasinda; cevre kirliligine yol agan etmenlerin basinda gelen
petrol ve petrol tiirevlerinin ¢evresel zararlarinin, biyolojik yontemler kullanilarak
ucuz ve hizli bir sekilde en aza indirilmesi amaglanmaktadir. Calismada kendi
denizlerimizden (Marmara Denizi ve Karadeniz) izole edilen bakteri tiirlerinin,
onemli bir ekolojik kaynak oldugu diistiniilmiistiir. Bu ¢alisma ile petrol ve petrol
tirevlerinin  biyoremediasyonunda kendi kaynaklarimizin  degerlendirilmesi
gerceklestirilmis, kendi denizlerimize ait tiirlerin varligi irdelenmis, boylece
oncelikle kendi deniz ticaret yollarimizin ve denizlerimizin, dolayisiyla dogal
kaynaklarimizin korunmasi ve gerekirse ¢evresel kirleticilere karsi temizleyici ajan

olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi amag¢lanmistir.
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2. GENEL KISIMLAR

Cesitli kaynaklardan denizlere ulasan petrol ve petrol tiirevleri sulu bir
sisteme girdiklerinde; fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerin etkisiyle Sekil 2.1'de
gosterilen bazi siiregler gecirirler [Web 3, 2013].

Yayilma rBuharlasma Oksidasyon Yayilma

<« J B>

Emiilsifikasyon

Biyodegradasyon Coziilme

DETTLE]

Sedimentasyon

Sekil 2.1: Petrol dokiilmeleriyle deniz ortaminda olusan siiregler.

Petrol deniz ortamina girdikten sonra; su yiizeyine yayilma, buharlagsma,
¢oziilme, emiilsiyon haline gelme (Emiilsifikasyon), dagilma, dipteki sedimentlerde
toplanma (Sedimentasyon), canli organizmalarla oksitlenme ve pargalanma
(Biyodegradasyon), fotolitik olarak oksitlenme (Fotooksidasyon) seklindeki olaylarla
degisime ugrar [Atlas, 1975], [Dibble and Bartha, 1979], [Atlas, 1981], [Leahy and
Colwell, 1990], [Atlas and Bartha, 1993], [Demir ve Demirbag, 1999], [US-EPA,
2001], [Rahman et al., 2002], [Web 3, 2013].

Genelde herhangi bir nedenden dolay1 denize dokiilen hidrofobik o6zellikli
petrol ve petrol tiirevi kirleticiler suda ¢dziinmezler. Yiizey akintis1 ve riizgirin
etkisiyle kilometrelerce biiyiikliikteki alanlara yayilarak bilesimindeki ugucu
kisimlar1 buharlagir. Riizgar ve dalgalar da buharlagsmay arttirir. Buharlagsma miktart;
kirleticinin uguculugu, ortam sicakligi, kirleticinin dagildig1 yiizey alami ve
kirleticinin kalinhigi ile dogru orantilidir [Unsan, 1999]. Deniz yiizeyine diisen
petroliin yaklasik %25’i bir giin i¢inde buharlasir [Demir ve Demirbag, 1999].
Kirleticilerden kalan %75'lik boliimiin biiyiik bir kismi deniz yiizeyinin farkli
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bolgelerinde ve degisik kalinliklarda yag/su emiilsiyonlari haline doniisiir. Yiizeyden
kopan yag damlaciklar1 su kiitlesinde kismen ¢oziiniir. Coziinmeyecek kadar agir
kisimlar ise, yapisan organik maddeler ve 151 degisimleri ile kiiresel bigimlerini
koruyarak dibe c¢okelirler. Cokelme sirasinda carpip bir araya gelerek agirlik¢a
biiytiyen bu kiireler, dip akintilariyla hareket ederek sedimentleri kaplamaktadirlar.
Petroliin bir kism1 emiilsiyon haline gelmeden fotolitik olarak, bir kismi da
mikroorganizmalar tarafindan parcalanir. Yag tabakasi lizerine diisen giines 1sinlari,
petroldeki hidrokarbon molekiillerinin yapisin1 degistirecek olan fotooksidasyon
tepkimelerine yol acar [Baylan, 2011]. Deniz suyunda yasayan mikroorganizmalar
(0zellikle bakteriler) petrolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak
biyodegradasyon siirecini gergeklestirirler [Demir ve Demirbag, 1999], [Altug,
2005], [Web 1, 2015].

Petrol biyodegradasyonu, kirliligin uzaklagmasinda primer mekanizma olarak
dogada kendiliginden 5-10 sene siirede olur. Ortama nutrient veya bakteri ilavesi ile
miidahale edilerek yapilan biyoremediasyon (biyolojik iyilestirme) ¢alismalar ile bu
kirliligin uzaklastiritlmasi 2-5 sene gibi daha kisa bir siirede olabilmektedir. Yani
biyodegradasyon, kirliligin uzaklastirilmasinda doganin izledigi mekanizmadir.
Biyoremediasyon ise dogal ortama nutrient ve bakteri ilavesiyle disaridan miidahale

edilerek hizlandirilmig bir biyodegradasyon mekanizmasidir [Altug, 2005].
2. 1. Biyoremediasyon (Biyolojik Iyilestirme)

Biyoremediasyon, kontamine olmus bir dogal ortamin (toprak, sediment,
hava, su) iyilestirilmesi veya temizlenmesi amaciyla mikroorganizmalarin veya
onlardan elde edilen fiiriinlerin, s6z konusu ortama aktarilmasi ya da cevresel
kosullarin ayarlanmasiyla endojen faunanin yikim oraninin arttirtlmasi gibi islemleri
kapsayan bir yontemdir [Savas, 2010]. Biyoremediasyon yonteminde, kontaminant
maddeleri pargalayabilen ve onlar1 daha az toksik veya toksik olmayan yan iiriinlere
doniistiirebilen mikroorganizmalarin biiyiimeleri tesvik edilerek mikroorganizmalarin
dogal olan yasama proseslerinden yararlanilir [Alexander, 1999], [Kavamura and
Esposito, 2010].

Petrol hidrokarbonlar1 kokenli ¢evresel kirlilik kaynaklarmin tiim diinyada

artis gostermesi, bunlarin dogal ortamdan uzaklastirilmalarina yonelik tekniklerin

13



gelistirilmesi zorunlulugunu getirmistir. Deniz kiyilar1 ve tatli su ekosistemlerine
dagilan/yayilan petrol ve tiirevi kirleticilerin kontrolii igin ¢esitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik teknolojiler gelistirilmistir. En yaygin olarak kullanilan kiyr temizleme
segenekleri Tablo 2.1°de gosterilmistir [US-EPA, 2001].

Tablo 2.1: Petrol Kkirliliginin uzaklastirilmasinda diinyada kullanilan yontemler.

* Buharlasma
Dogal Yollar * Fotooksidasyon
* Biyodegradasyon

* Bariyerleme ve Styirma

* Emici Maddelerle Temizleme

o * Mekanik Ekipmanlarla Toplama ve Kaldirma
Fiziksel Yollar * Yikama
* Sediment Relokasyonu ve Islenmesi
* Yerinde Yakma

* Seyreltici Ajanlar

* Emiilsiyon Kiricilar

Kimyasal Yollar :
y * Katilagtiric1 Kimyasallar

* Yiizey Filmi Kimyasallar

] . ** Giibreleme
* Biyoremediasyon .
Biyolojik Yollar e (Fertilizasyon)
(Biyolojik Tyilestirme) )
** Tohumlama (Seeding)

Biyoremediasyon yonteminin diger yontemlere gore bir¢cok avantaji vardir.
Bunlarin baginda uygulama maliyetinin diisiik olmasi, kullanim kolayligi, organik
kirleticilerin tamamen pargalanmasi, ¢evre dostu bir yontem olusu ve yan etkilerinin
olmayis1 en 6nemlileri arasinda sayilabilir [Ekici, 2011].

Biyoremediasyon yonteminin uygulanisi giibreleme (fertilizasyon) ve
tohumlama (seeding) olmak {izere iki sekilde gergeklesir. Giibreleme; ortamdaki
yerel mikroorganizmalar1 etkin duruma getirmek ve biiyiimelerini hizlandirmak
amaciyla azot ve fosfor gibi besin tuzlarimin ortama ilavesi seklinde olur.
Tohumlama ise Kirli alanlara mikroorganizma ilavesi seklinde gerceklesir. Bazi

durumlarda kirlenmis bir alanda kirletici faktoriin parcalanmasi igin ihtiyag duyulan
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biyolojik aktivite o alanda elde edilemeyebilir. Bu durumda pargalama yetenegi daha
onceden belirlenmis ve baska bolgelerden izole edilen mikroorganizmalar Kirlenmis
alana eklenebilirler. Bu mikroorganizmalar “ekzogenus mikroorganizma” olarak
tanimlanir. Ekzogenus mikroorganizmalarin parcalama olayini gerceklestirebilmesi
icin yeni bolgedeki cevresel kosullarin izole edildigi bolgeye uygun olmasinin
saglanmasi basariya ulasmak i¢in 6nemlidir [OTA, 1991].

Biyoremediasyonda rol oynayan mikroorganizmalar arasinda funguslar,
mayalar ve bakteriler yer alir [US-EPA, 2000], [Strong and Burgess, 2008]. Ornegin,
petrol ve petrol tiirevlerinin biyolojik dengeyi 6nemli 6lgiide ve olumsuz olarak
etkileyen polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) bilesenlerinin par¢alanmasinda
bakteriler 6nemli rol oynarlar. Bakterilerin, deniz ortamindaki mikrobiyal topluluk
icerisinde baskin hidrokarbon pargalama ozelligi gosteren elementler olduklar
1999]. Petrol
parcalayabilen 70’ten fazla mikrobiyal cins bilinmektedir [OTA, 1991]. Floodgate

disiiniilmektedir [Demir ve Demirbag, hidrokarbonlarini
[Floodgate, 1984] hidrokarbon pargalayabilen 25 bakteri ve 27 fungus cinsini Tablo

2.2'de listelemistir.

Tablo 2.2: Petrol degradasyonuna katilan bakteri ve funguslardan baslica 6rnekler.

BAKTERILER FUNGUSLAR
Achromobacter Leucothrix Allescheria Oidiodendrum
Acinetobacter Moraxella Aspergillus Paecylomyces
Actinomyces Nocardia Aureobasidium Phialophora
Aeromonas Peptococcus Botrytis Penicillium
Alcaligenes Pseudomonas Candida Rhodosporidium
Arthrobacter Sarcina Cephalosporium Rhodotorula
Bacillus Spherotilus Cladosporium Saccharomyces
Beneckea Spirillum Cunninghamella Saccharomycopisis
Brevebacterium Streptomyces Debaromyces Scopulariopsis
Coryneforms Vibrio Fusarium Sporobolomyces
Erwinia Xanthomyces Gonytrichum Torulopsis
Flavobacterium Hansenula Trichoderma
Klebsiella Helminthosporium | Trichosporon
Lactobacillus Mucor
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Leahy ve Colwell [Leahy and Colwell, 1990] hem toprak hem de deniz
ortaminda bulunan en 6nemli hidrokarbon pargalayan bakterilerin Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia,
Pseudomonas ssp. ve Coryneforms olduklarini tespit etmistir.

Yapilan birgok c¢alismada Cycloclasticus ve Altererythrobacter tiirlerinin
aromatik hidrokarbon bilesiklerini pargalayabildigi ve petrol kirliligine maruz kalmis
deniz ortamlarinin biyoremediasyon ile 1slahinda ©nemli bakteriler oldugu
bildirilmistir. Ozellikle Cycloclasticus pugetii naftalen, fenantren, antrasen, piren ve
toluen gibi aromatik hidrokarbonlar1 etkin bir sekilde parcalayabilmektedir [Kasai et
al., 2002], [Staley, 2010], [Teramoto et al., 2010].

20 Nisan 2010 tarihinde Meksika Korfezi’ndeki British Petrol’e (BP) ait
petrol platformunda meydana gelen patlama sonras1 milyonlarca litrelik ham petroliin
okyanusa yayilmasi yakin zamandaki en biiyiik petrol kazalarindan biridir. Burada
ortamdaki petrol kirliliginin giderilmesinde deniz sularinda dogal olarak bulunan
Alcanivorax borkumensis isimli bakteriden faydalanilmistir. Meksika Korfezi’ndeki
mevcut oksijenin %30 oraninda azalmasina karsin bu bakterilerin hizli bir sekilde
calistig1 gozlenmistir [Ekici, 2011]. Benzer sekilde rapor edilmis bazi ¢alismalar da
Alcanivorax borkumensis’in kozmopolit bir deniz bakterisi oldugu ve yeterli
miktarda azot ve fosfor gibi besin takviyelerinin yapilmasiyla bu bakterinin baskin
bir sekilde petrol hidrokarbonlarini, 6zellikle alkan yapisinda olan birimlerini karbon
ve enerji kaynagi olarak kullanmak tizere pargaladigi bildirilmistir [Yakimov et al.,
1998], [Kasai et al., 2002], [Hara et al., 2003], [Schneiker et al., 2006], [Martins dos
Santos et al., 2010].

Petrol biyoremediasyonunda cesitli faktorlerin etkisi s6z konusudur. Bu
faktorler ayr1 ayr1 Onemli olmakla beraber, faktorlerin birbiriyle iligkileri de

biyoremediasyon hizini etkiler. Bu faktorleri su sekilde 6zetleyebiliriz:

e Ortamdaki bakterilerin petrol hidrokarbonlarini tiiketme kapasiteleri,

o Bakterilerin karbon, azot ve fosfor gibi besin istekleri ve bu besinlerin
kirlenmis ortamlardaki varlig,

e Ortamlarda yer alan oksijen ve sicaklik gibi ¢evresel sartlar,

e Petrol ve tiirevlerinin konsantrasyonu, kimyasal yapisi, ¢oziiniirliigi,

toksisitesi ve metabolik dekompozisyon farkliliklari,
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e Su Kkiitlesinde farkli gesitlerde karbon kaynaklarmin bulunusu (Ornegin
bitkisel metabolizma veya cliriime iiriinleri),

e Mikroorganizmalarin aktivitesini inhibe edecek toksik sartlarin bulunmast,

seklinde sayilabilir [Leahy and Colwell, 1990], [Alexander, 1999], [Demir ve
Demirbag, 1999], [Altug, 2005], [Uysal, 2006].

Biyoremediasyon yonteminde kirli ortamlarin temizlenmesi i¢in kullanilan
yontemi bakterilerin metabolik aktiviteleri belirler [Watanabe, 2001]. Ciinkii
bakteriler petrol hidrokarbonlarini, karbon ve enerji ihtiyacini karsilamak igin
kullanabilirler. Bu teknoloji diinyanin her yerinde uygulanan, basarisi ortamin
ozelliklerini tanimlayarak kazanilan deneyim ve bilgiye bagl olarak degisebilen bir
yontemdir. Biyoremediasyon yonteminin kirleticilerin uzaklastirilmasinda 6nemli ve
biiytik bir giice sahip oldugu iyi bilinmektedir. Giiniimiizde yapilan ¢alismalar ile bu
yontemin prensipleri ve teknikleri tizerinde gelistirme ve ¢esitlendirme g¢alismalari
siirmektedir [Vidali, 2001]. Biyoremediasyon ile iyilestirme caligmalarinin bazi
avantaj ve dezavantajlar1 asagidaki tabloda siralanmistir [OTA, 1991], [Vidali,
2001], [Erdogan and Karaca, 2011].

Tablo 2.3: Biyoremediasyon yonteminin avantaj ve dezavantajlari.

AVANTAJLAR DEZAVANTAIJLAR

* Petrol dokiilmelerinin pek ¢ok tipi
i¢in bu yontemin etkilerinin
tanimlanmamis olmasi

* Uygulandigi alanlarda 6nemsiz fiziksel
bozulmalar meydana getirmesi

* Dogru kullanildiginda 6nemli bir

. * Agik denizler igin n olmam
negatif etkisinin olmamasi ¢ik denizler iin uygun olmamas:

* Petroliin toksik bilesenlerinin
uzaklastirilmasinda yardimci olmasi

* Basarili sonucun alinmasinda zamana
ihtiyag duyulmasi

* Mekanik teknolojilerden daha basit ve
miikemmel ¢6ziimler sunmasi

* Her kirlenmis alan i¢in yontemin
ortam sartlarina gore ozellestirilmesi
gerekliligi

* Diger teknolojilerden daha ucuz olmasi

* Diger tekniklerden daha uzun siirmesi

* Diger tekniklerle beraber
uygulanabilmesi

* Bilinmeyen yan iiriinlerin
tiretilebilme olasilig1

* Tasima maliyetinin olmamasi

* Kapsamli izleme gerekliligidir.
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2. 1. 1. Petroliin Biyodegradasyonu

Hidrokarbonlar ile kirlenmis c¢evrelere uygulanan fiziksel ve kimyasal
metotlar tam ve etkili bir ¢oziim getirmekten uzaktir. Bu ylizden son yillarda
biyokimyasal metotlarin potansiyel kullanilabilirligi arastinlmistir. Ozellikle bu
maddeleri ortamdan uzaklastirmak veya daha zararsiz bilesiklere doniistiirmek
ve/veya pargalamak icin gerekli olan gen sistemleri ile donatilmis gesitli bakteri
tiirlerinin alternatif olabilecegi belirlenmistir [Kahraman ve Geckil, 2005].

Son yillarda molekiiler tekniklerin gelismesi, deniz ekosisteminde metabolik
isleyisin aydinlatilmasini ve bakterilerin metabolik yollardaki roliiniin daha net
ortaya konmasini saglamistir. Deniz mikrobiyolojisi ve ekoloji ¢alismalarinda
kaydedilen gelismeler, besin zincirindeki karbon ve enerji akisinda bakterilerin aktif
roliinii tanimlamustir [Altug vd., 2007]. Yapilan farkli ¢aligmalarda birgcok akuatik
bakteri tiirlerinin petrol hidrokarbonlarini biyodegradasyona ugrattigi bildirilmistir
[Floodgate, 1984], [Leahy et al., 1990], [Kasai et al., 2002], [Hara et al., 2003],
[Kahraman ve Geckil, 2005], [Ciftgi, 2008], [Martins dos Santos et al., 2010].

Bakterilerin biiyiimeleri ve yeniden cogalmalari igin enerjiye ihtiyaglari
vardir. Bakteriler organik Kirleticilerdeki karmasik kimyasal baglari, enzimleri
vasitasiyla kirarak, Kirleticilerden elektronlar1 Sekil 2.2'de goriildiigii gibi transfer
ederler ve bdylece yasamalar1 i¢in gerekli enerjiyir saglarlar. Bu proses sirasinda
kirilan baglardan agia ¢ikan enerji, dolayisiyla organik kirleticilerden elde edilen
elektronlar ve karbon daha fazla hiicre tiretmek igin kullanilir. Karbon, yeni hiicre

bilesenlerinin temel bloklarindan biridir [Uysal, 2006].

Yeni Hlcreler

enerji

elektronlar Elekizon
Alicisi

Sekil 2.2: Organik kirleticilerin pargalanmasi.

elektronlar ve karbon
Organik
Kirletici
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Bakterilerin  enerji kazanimi sagladigit bu kimyasal reaksiyonlar,
yiikseltgenme-indirgenme (redoks) reaksiyonlari olarak bilinir. Elektronlar1 veren
organik kirletici yilikseltgenirken, elektronlar1 alan maddeler ise indirgenir. Elektron
alicilar1 ortamin aerobik ya da anaerobik olusuna gore degiskenlik gdosterir. Cogu
bakteri oksijeni (Oy) elektron alicisi olarak kullanirlar. Oksijenin yardimi ile organik
bilesikleri par¢alama yontemi oksijenli solunum admi alir. Oksijenli solunumda
bakteriler organik kirleticideki karbonu pargalayip karbondioksite (COy)
yiikseltgemek i¢in oksijeni kullanir. Bunun sonucunda oksijen indirgenerek,
ortamdaki H, ile birlesir ve suyu olusturur. Oksijenli solunumun ana iriinleri
arasinda karbondioksit, su ve artan biyokiitle yer alir. Bazi bakteriler ise oksijensiz
ortamlarda nitrat (NO3), siilfit (SOs%), demir (Fe**) gibi inorganik bilesikleri
elektron alicist olarak kullanarak organik kirleticileri pargalarlar. Bu olay oksijensiz
solunum olarak adlandirilir. Oksijensiz solunum sonucu, yeni hiicrelere ek olarak,
azot gazi (N,), hidrojen siilfit (H,S), metallerin indirgenmis halleri ve metan gazi
(CHs) aciga cikar. Sekil 2.3'te gosterilen Widdel’in caligmasinda [Widdel and
Rabus, 2001] hidrokarbonlarin  anaerobik  pargalanmasmnin  ¢ogunlukla
denitrifikasyonun gerceklestigi ya da ortamda silfatin indirgendigi sartlarda
meydana geldigi bildirilmektedir. Dolayisiyla pargalanma ortaminda yogun bir siilfiir

kokusu yer alir.

Kemotrofik,
aerobik

Fototrofik, \
anoksijenik \

Biyokiltle € ¢ e SN
CnHm /

Biyokiitle

s SO A
\ \ \ 4 ) <
Kemotrofik, \ e CO,

anaerobik \\ Biyokiitle

; CH
\3 - s co:

Biyokiitle

Sekil 2.3: Mikrobiyal hidrokarbon kullanimi alternatifleri.
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2. 1. 1. 1. Hidrokarbonlarin Oksidasyonu

Petrol hava ve neme maruz kaldiginda, yapisini olusturan temel taslari olan
hidrokarbon  bilesenlere  aerobik  kosullarda  birgok  bakteri  kolaylikla
saldirabilmektedir. Hidrokarbon oksidasyonunda, hidrokarbona oksijen atomlarini
katan oksijenaz enzimlerinin 6nemli rolii vardir. Oksijenazlar, O,’den organik
bilesiklerin icerisine oksijen atomunun katilmasmi katalizleyen enzimlerdir. Iki
oksijenaz sinifi vardir: Her iki O, atomunu da molekiiliin yapisina katan dioksijenaz
ve iki O, atomundan sadece birini molekiiliin yapisina aktarabilen ve diger atomu
suya indirgeyen monooksijenaz yapisindadir [Madigan and Martinko, 2006].

Alifatik hidrokarbonlar diiz zincirli, doymus ya da doymamis bilesiklerdir.
Doymus alifatik hidrokarbonlarin oksidasyonunun ilk basamagi, reaktant olarak
molekiiler oksijen (O,) gerektirir ve oksijen molekiiliiniin atomlarindan biri tipik
olarak okside edilmis hidrokarbonun son karbon atomu ile birlestirilir. Bu reaksiyon,
monooksijenaz tarafindan gergeklestirilir ve tipik reaksiyon diizeni Sekil 2.4'te
goriilmektedir. Hidrokarbon ilk olarak alkole pargalanir, sonra da yag asitlerine
dontigiir. Beta-oksidasyon olarak bilinen reaksiyon dizisinin son firiinii asetil-CoA

olup bu iiriin sitrik asit dongiisiinde katabolize edilir [Madigan et al., 2010].

Hidrokarbon C;His—CH;  + - + 08
n-Oktan (03)

Monooksienaz

C;HisCH,OH + NAD* + H,0
n-Oktanol

Alkol

NAD*

H

Aldehit C7Hs€=0
n-Oktanal

HQO\ » NAD*
OH

|
Asit C;Hys€=0
n-Oktanoik asit

ATP)/- CoA
AMP + RP

Asit Asetil-CoA
Beta Oksidasyonu

Sekil 2.4: Monooksijenaz aktivitesi.
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Bir¢ok aromatik hidrokarbon bakteriler tarafindan aerobik ortamda elektron
vericisi olarak kullanilabilir. Tipik olarak bu bilesiklerin metabolizmasinda, Sekil
2.5'te goriildiigii gibi, ilk asamada oksijenazlar vasitasiyla katekol veya yapisal
olarak bununla ilgili olan bilesikler olusur. Bu tek halkali bilesikler baslangic
substratlar1 olarak kabul edilir, ¢iinkii oksidatif katabolizma yalnizca biiyiik aromatik
molekiillerin, daha basit formdaki bu tek halkali molekiillere doniistiiriilmesinden
sonra ilerleyebilir.  Katekolden daha ileriye ulasan  degredasyonlar
vasitastyla/araciligiyla sitrik asit dongiisiine girebilen siiksinat, asetil-CoA ve piriivat
gibi bilesiklerden olusturulur. Boylece hidrokarbonlarin oksidasyonu gergeklesmis

ve tamamlanmis olur [Madigan et al., 2010].

H,0 + NAD” H
3) A o0 / 4 ZOH NAD* 3 OH
1 = e o] r H —w——— O + m
Berzen H H,0 OH OH
MONOOKSIeNaz
Benzen Benzen epoksit Benzenediol Katekol

Monooksijenaz

( ) N /
) i :0 (0] P C/_ 0
[ C=
OH  Katekol - \&-1\\,// = (o]

1,2-dioksijenaz OH o
Katekol dioksetan
Katekol (hipotetikal) Cis, cis-mukonat
Dioksijenaz
CH,q CHy CH; CH
i ‘ 3.0
. OH >
) 0:0 OH g 0:0 éﬂ _OH
— oM O m— l\ | et | G 7ok
NADH § . s
Toluen HA OH kM;:;‘o' oM
Toluen o e

Ardisik Dioksijenazlar

Sekil 2.5: Aromatik bilesiklerin katabolizmasinda oksijenazlarin rolii. )
Monooksijenazla katekolun hidroksilasyonu. b) Katekolun, bir dioksijenazla
cis, cis-mukonata pargalanisi. ¢) Toluenin par¢alanmasinda toluen dioksijenaz ve
metil katekol 2,3-dioksijenaz aktivitesi.
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3. GERECLER

3. 1. Kullamilan Bakteri izolatlarinin Secilmesi

Calismada kullanilan bakteriler, gegmis yillarda yapilmig Gebze Teknik
Universitesi (GTU) 2006-A-02 ve 2008-A-15 no'lu bilimsel arastirma projeleri
(BAP) ile desteklenen, 2005-2009 yillar1 arasinda devam eden ve tamamlanan
doktora tezi ¢alismasi [Seker, 2009] kapsaminda; Marmara Denizi (M), Karadeniz
(K) ve Izmit Kérfezi (IK) ni temsil eden, sehir ve ev desarji almayan, Sekil 3.1'de
gosterilen istasyonlardan, Istanbul Universitesi Deniz Bilimleri ve Isletmeciligi
Enstitiisii R/V Arar gemisi tarafindan alinan deniz suyu orneklerinden izole edilmis

toplam 698 deniz bakteri izolati arasindan se¢ilmistir.

Karadeniz

Marmara Denizi

Izmit Korfezi

Sekil 3.1: Deniz suyu 6rneklerinin alindig: istasyonlarin dagilimi.

Calismaya ait Orneklerin 6n segiminde, petrol biyoremediasyonu yapan
bakterilere ait referanslarda gecen genel biyokimyasal ozelliklere gore 698 deniz
bakterisi izolat1 icerisinden 31 aday izolat belirlenmistir. Daha sonra izolat sayisi
Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (Minimum Inhibition Concentration, MIC) testi
mantigiyla yapilan mikroplak denemeleriyle 7'ye indirilmis ve ¢alismada bu izolatlar

kullanilmastir.
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3. 2. Kullanilan Ham Petrol Numunesi

Calismada kullanilan ham petrol numunesi, GTU 2012-A-02 no'lu BAP
projesi kapsaminda Tiipras-izmit Rafinerisi’nden o6zel izinler ile almmistir.
Rafineriden alinan ham petrol numuneleri 6zel siseleri igerisinde, +4 °C soguk odada
saklanarak korunmustur. Denemeler asamasinda kullanilan bu ham petrol, 6zel

sisede ve ayni1 sicakliktaki buzdolabi ortaminda korunarak kullanilmastir.

3. 3. Kimyasal Maddeler

Etil Alkol (Merck, 1.00983) , Gliserol (Merck, 1.04092), Gram Boyama Seti
(Merck, 1.11885), Immersiyon Yagi (Merck, 1.04699), Ksilen (Riedel-de Haén,
16446), Toluen (Riedel-de Haén, 32249), Triptik Soy Agar (Merck, 1.05458), Triptik
Soy Broth (Merck, 1.04459), Zefirolum Fort Cozelti (Kimpa).

3. 4. Besiyerleri

e Triptik Soy Agar: 40 g/l tart1ld1. 121 °C’ta 20 dk. otoklavlandi.
e Triptik Soy Broth: 30 g/l tartildi. 121 °C’ta 20 dk. otoklavlanda.

3. 5. Cihaz ve Diger Malzemeler

-20 °C Derin Dondurucu (Regal, Tiirkiye), +4 °C Buzdolab1 (Regal, Tiirkiye),
Bek alevi, Buz Makinesi (Brema, Italya), Cam Meziirler (ISOLAB, Almanya), Cam
Petri Kaplari, Cam Pipetler-Dereceli (ISOLAB, Almanya), Cam Tiipler (ISOLAB,
Almanya), Calkalayici (INFORS HT Labotron, Isvigre), Calkalayict (Wisd Wise
Shake SHO-2D, Kore), Ceker Ocak, Elektrikli Pipet Pompasi (ISOLAB, Almanya),
Eldiven-Kimyasal Dayanikli (ISOLAB, Almanya), Erlenler (ISOLAB, Almanya),
Etiiv (Binder, ABD), Floresan/Isik Mikroskop (Nikon ECLIPSE 80i, Japonya), Gaz
Kromatografisi (Agilent 6890N), Gaz Maskesi (Ekastu, Almanya), Hassas Terazi
(Sartorius BL 3100, Almanya), Kiitle Spektrometresi (Agilent 5975C, inert MSD),
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Lam (ISOLAB, Almanya), Lamel (ISOLAB, Almanya), Manyetik Balik, Manyetik
Balik Tutucu (ISOLAB, Almanya), Manyetik Karstirici-Isiticili  (Heidolph,
Almanya), Mikroplaklar (Greiner Bio-One, Avusturya), Otoklav (Hirayama Hiclave,
Japonya), Otomatik Pipetler (Gilson Pipetman Classic, ABD), Ozeler, Parafilm
(Pechiney Plastic Packaging, ABD), Petri Kaplar1 (FiratMed, Tiirkiye), Petri Kaplari
(ISOLAB, Almanya), Pipet Uglar1 (Axygen, ABD), Santrifiij Tiipleri-Vidali Kapakli
(ISOLAB, Almanya), Seliilloz Nitrat Filtreler-0.45 pm Por Capli (Sartorius AG,
Almanya), Sicak Oda (+30 ve +37 °C), Soguk Oda (+4 °C), Spektrofotometre (Bio-
Rad SmartSpec 3000, ABD), Spektrofotometre Kiivetleri, Steril Kabin (Niive MN
090, Tirkiye), Siseler (ISOLAB, Almanya), Vakum Filtre Sistemi (ISOLAB,
Almanya), VITEK 2 Kompakt Otomatik Tanimlama Sistemi (bioMérieux, Fransa),
VITEK Test Kartlar1 (bioMérieux, Fransa).
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4. YONTEMLER

4. 1. Kullanilacak izolatlarin Secilmesi

Seker’in [Seker, 2009] doktora tez ¢alismasi kapsaminda; Marmara Denizi
(M), Karadeniz (K) ve izmit Kérfezi (IK)*ni temsil eden, sehir ve ev desarj1 almayan
istasyonlardan alinan deniz suyu oOrneklerinden izole edilmis 698 deniz bakterisi
izolat1 icerisinden tez c¢alismamizda kullanilacak Ornekler secildi. Bu se¢imde
literatiir bilgilerine bagli olarak, petrol ve tlirevlerini pargalayabilen bakterilerin
ekseriyetle gram negatif, oksidaz negatif ve katalaz pozitif 6zelliklerde olduklarinin
isaret edilmesi temel alindi [MacNaughton et al., 1999], [Peressutti et al.,2003],
[Mashreghi and Marialigeti, 2005]. Bu bilgiler 1siginda elimizdeki saf bakteri

izolatlar1 tarand1 ve bu biyokimyasal dzelliklerde olanlar agagidaki gibi segildi.

Tablo 4.1: Segilen izolatlar.

ISTASYON ADI ORNEK NO

[zmit Korfezi - I¢ (IK 1) 20, 22, 42, 44, 46, 64, 79, 80, 81

[zmit Korfezi - Orta (IK 2) | 110, 114, 140, 163, 188, 201

[zmit Korfezi - Dis (IK 3) 299, 301, 330, 331, 333

Karadeniz (K) A22, A23, A87, A89

Marmara (M) Al118, A150, A154, A185, A218, A221, A222

4. 2. Secilen izolatlarin Uretimi

Derin dondurucuda (-20 °C) saklanan, istenen ozelliklere sahip izolatlar
calisma i¢in sivi izolasyon besiyerine (TSB: Triptik Soy Broth) aktarildi. Segilmis
her bir izolat 2’ser ml TSB besiyeri igeren steril tiiplere 100°er pl olacak sekilde
inokiile edildi. Sivi besiyerinden kaynaklanabilecek herhangi bir kontaminasyonun
takip edilmesi amactyla bir adet kontrol tiipii de her iiretim asamasina dahil edildi.
Ekim yapilan tiipler 30 °C sicak odada calkalayici lizerinde 200 rpm’de ¢alkalanarak
24 saat biiylimeye birakildi. Siire sonunda tiiplerdeki iiremeler kontrol edildi. Bu

isleme tiim izolatlarda tireme goriiliinceye kadar devam edildi.
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4. 3. Secilen Izolatlarin Ham Petrol Toleranslarinin

Irdelenmesi

Secilen izolatlarin ham petrole toleransini irdelemek igin ¢alismamizin

literatiirlerinde de siklikla kullanilan Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

testi mantigi ile klasik, steril mikroplaklar (96 kuyucuklu, 8x12 cm) kullanildi. Her

bir plakta 12 farkl izolat, toplamda 31 izolat test edildi. Her bir izolat i¢in ayni anda
ham petroliin 6 farkli diliisyonu (%0,5, %1, %5, %10, %25 ve %50 ham petrol) test
edildi. Ayrica, her bir izolat i¢in (+) ve (-) kontroller de olusturuldu. Mikroplaklarin

kuyucuklarina yiiklenen igerikler ve konsantrasyonlari asatitda gosterildi.

Tablo 4.2: Ham petroliin 6 farkl dilisyonu.

A B C D E F G H
R %50 %75 %90 %95 %99 %99.5
Besiyeri
+ Besiyeri | Besiyeri | Besiyeri | Besiyeri | Besiyeri | Besiyeri Sadece
Bakteri + + + + + + Besiyeri
%50 %25 %10 %5 %1 %0,5
(+) Kontrol Ham Ham Ham Ham Ham Ham (-) Kontrol
Petrol Petrol Petrol Petrol Petrol Petrol

Ny

s

»
B\
3 >

\

=<

4

J

-

Sekil 4.1: Literatiirlerdeki Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) testi mantig1

ile mikroplaklarda gergeklestirilen ham petrolde yasayabilen izolatlarin segilimi.
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Inokiilasyon isleminden sonra mikroplaklar topluca 30 °C sicak odada 24 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda kuyucuklarda par¢alanma olup olmadigi kontrol
edildi. Kuyucuklarin ortasinda beyaz ve/veya krem rengi olusumlar bakterilerin
petrolii pargaladigini gosterdi ve pozitif sonug olarak degerlendirildi [Geiselbrecht et
al., 1996], [Rahman et al., 2002].

Farkl1 petrol konsantrasyonlarinda kuyucuklarda renk acgilmasi gdsterebilen
izolatlar tez calismasinin 6rnekleri olarak secildi. Secilen 7 6rnek; IK1-81, IK2-114,
[K2-140, IK3-331, IK3-333, K-A23 ve K-A87 kodlari ile tanimlanan izolatlar olarak
belirlendi. Boylece baslangigta 698 olan izolat sayis1 dnce 31’e, daha sonra da 7’ye

indirgenmis oldu.
4. 4. Secilen izolatlarin Stoklarinin Atilmasi

Segilen izolatlar, Bolim 4.2°de anlatildig1 sekilde, uygun miktarda TSB
icinde, %1°lik inokulasyon miktar1 esas alinarak ekildi ve 30 °C sicak odada
calkalayici iizerinde 200 rpm’de calkalanarak 24 saat biliylimeye birakildi. Bu siire
sonunda kiltiirler, igerisinde steril %80 gliserol bulunan Eppendorf tiiplerine

aktarildi ve -20 °C derin dondurucuda stoklandilar.

4. 5. MIC Testi Mantig1 ile Secilen Izolatlarin Baz
Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Kontrolii

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) testiyle ham petrolii parcalama
olasilig1 olan ve segilen izolatlar biiyiik 6l¢ekli denemeye alinmadan once bir dizi
mikrobiyolojik teste tabi tutuldular. Bunlardan ilki safliklarinin kontrolii olarak
belirlendi. Bu amagla TSB besiyerinde korunan izolatlar 6nce Triptik Soy Agar
(TSA) kat1 besiyerine damla yayma yontemi ile ekilerek 30 °C sicak odada 24 saat
inkiibasyon kaldirildi. Sonra her bir izolat i¢in iireme gosteren petrilerden 6ze ile
ornekler alinarak saflik kontrolii i¢in ikinci kez TSA besiyerine kesisen ¢izgi ekim
yontemi ile inokulum yapildi. Benzer inkiibasyon basamaklarini (30 °C, 24 saat)
takiben, her bir izolat igin tek diisen koloniler biiyiik 6lgekli ¢alismada kullanilmak
tizere TSA besiyerlerine tekrardan ekildi ve c¢alismanin ilerleyen asamalarinda
kullanildi.
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Her bir izolat i¢in saf kiiltiir oldugu kesinlesen izolatlara Gram Boyama
uygulandi. Gram Boyama sonucu hazirlanan preparatlar mikroskopta gozlendi,

morfolojileri incelendi ve mikrograflar alinarak Tablo 5.1'de gosterildi.
4. 6. Belirlenen izolatlarin Petrol Parcalama Testi

Mikroplaklarda farkli ham petrol konsantrasyonlarinda denemeye alinan ve
secilen 7 tane izolat, biiyiik 6l¢ekli calismada kullanmak {izere ¢ogaltildi. Buna gore;
Boliim 4.2 ve 4.4’te anlatildig1 sekilde on kiiltiirleri 6nce 2 ml TSB iginde ve daha
sonra 10 ml TSB i¢inde ¢ogaltildi. Hazirlanan 6rnekler yine 30 °C sicak odada
calkalayici tizerinde 200 rpm’de ¢alkalanarak 24 saat bliylimeye birakildi.

Biiyiik 6l¢ekli ¢alismada biitiin 6rneklerin ayni yogunlukta bakteri igermesi
ve bakterilerin petrol parcalamaya ayni sartlarda baslamasi i¢in optik yogunluk
(ODggo) Olgtimleri yapildi. ODggp ‘leri esitlenerek her bir 250 ml erlene ekim yapildi.
Denemede her bir izolat i¢in bu sefer 6n denemeden farkli olarak %5, %25, %50 ve
%75 petrol oran1 igeren deney diizenekleri kuruldu. Her bir diliisyon i¢in birer tane
de (+) ve (-) kontrol erleni hazirlandi. Erlen igerikleri ile gorselleri Tablo 4.3 ve Sekil
4.2'de gosterildi.

Tablo 4.3: Deney diizeneklerinin kurulmasi.

Erlen Hacmi: 250 ml.

Havalandirma Orani: 3/5
100 ml. -> Bakteri&Besiyeri + Petrol
150 ml. > Havalandirma

%5 %25 %50 %75
Petrol 5ml. Petrol 25 ml. | Petrol 50 ml. | Petrol 75 ml.

Kontrol Bakteri - Bakteri - Bakteri - Bakteri -

Besiyeri 95 ml. | Besiyeri 75 ml. | Besiyeri 50 ml. | Besiyeri | 25 ml.

Petrol 5ml. Petrol 25 ml. | Petrol 50 ml. | Petrol 75 ml.

Ornek Bakteri 10 ml. | Bakteri 10 ml. | Bakteri 10 ml. | Bakteri 10 ml.

Besiyeri 85 ml. | Besiyeri 65 ml. | Besiyeri | 40ml. | Besiyeri | 15 ml.
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Erlenler, ham petrol likit petrol gazi da (LPG) icerdigi i¢in, ¢eker ocak igine
yerlestirildi. ilk 5 giin ¢alkalayicilar iizerinde 150 rpm’de, kalan 25 giin 22-25 °C oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi ve her 24 saate bir kez (mlimkiinse ayn1 saatte)
besiyeri ylizeyindeki petrol tabakasi kalinligi milimetrik (mm) olarak ol¢iildii ve
kaydedildi [Rahman et al., 2002]. Buna ek olarak goriilen biitiin fiziksel degisiklikler
(koloni o6zellikleri, renk degisimleri, kopiliklenmeler, sivilagsmalar, tabakalagsmalar,
partikiil, ¢okelme olusumlar1 ve yogunlasmalar1 vb.) not edildi. Bunlara ydnelik

sonuglar irdelendi ve grafiklere aktarildi.
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o€

izolat Kodu

%5 Ham Petrol + %95 Besiyeri

%25 Ham Petrol + %75 Besiyeri

%50 Ham Petrol + %50 Besiyeri

%75 Ham Petrol + %25 Besiyeri

iK1-81

iK2-114

IK2-140

Sekil 4.2: Biiyiik olgekli ¢alisma i¢in %35, %25, %50 ve %75 ham petrol konsantrasyonlarinda hazirlanan 6rneklerin sadece besiyeri ve ham
petrol iceren (-) kontrol erlenleri ile goriintiileri.




T€

izolat Kodu

%5 Ham Petrol + %95 Besiyeri

%25 Ham Petrol + %75 Besiyeri

%50 Ham Petrol + %50 Besiyeri

%75 Ham Petrol + %25 Besiyeri

IK3-331

IK3-333

K-A23

K-A87

Sekil 4.2: Devam.




4. 7. Biiyiik Olcekli Calismanin Sonlandirilmasi,
Bakterilerin Deneme Ortamindan Uzaklastirilmalar ve
Baz1 Mikrobiyolojik Ozelliklerinin irdelenmesi

Mikroplaklarda 6n denemesi yapilarak secilen ve daha sonra son derece
toksik bir madde olan ham petroliin %S5, %25, %50 ve %75 konsantrasyonlar1 i¢eren
erlenlerde, 30 giin boyunca, 22-25°C oda sicakliginda, petrol katmani kalinlig
Olgtimleri alinmasi ile gerceklestirilen biiyiik 6lgekli ham petrol biyoremediasyon
denemesinin tamamlanmasini takiben, bakterilerin ayrilmasi ve kalan igerikteki
petrol bilesenlerinin irdelenmesi i¢in stizme igslemi yapildi. Calisma sonunda kivami
oldukga degisen deney ortamlarinda ilk olarak kaba siizme (6n filtrasyon) islemi
gerceklestirildi. Bu kaba siizme islemi i¢in filtre kagidi kullanildi. Siiziilen 6rnekler
100-150 ml hacimli steril erlenlere aktarildi. Erlenlerin agz1 parafilm ile kapatilip,
etiketlenerek +4 °C ‘ta buzdolabinda korumaya alindi. Boylece biiyiik partikiiller
elemine edildi. Boylece ikinci siizme asamasinda bakterilerin ortamdan rahat
alinmasi i¢in gereken kaba temizlik yapilmis oldu.

Ikinci siizme islemi her parcasi otoklavlanarak steril edilmis vakum pompali
membran filtre diizenegi yardimiyla 0,45 pm por ¢apli Sartorius seliiloz filtreler
kullanilarak yapildi. Bu siizme islemi sonunda elde edilen sivilar steril falkon tiiplere
aktarildi, etiketlenip parafilm ile sarilarak +4 °C ‘ta saklandi. Elde edilen siiziintiiler
Toplam Petrol Hidrokarbon (TPH) analizlerinin Gaz kromatografisi-Kiitle
spektrometresi (GC-MS) ile yapilabilmesi i¢cin GTU Cevre Miihendisligi Béliimii’ne
gonderildi.

Bu asamada seliiloz filtrelerde kalan deneme bakterileri ise son derece toksik
bir madde olan ham petrolden ne kadar etkilendi diye gormek i¢in yeniden bir dizi
mikrobiyolojik teste alindilar. Bakterileri ¢aligma ortamindan ayiran, siizme islemi
sirasinda kullanilan seliiloz filtrelerin her biri, TSA igeren steril petrilere, steril bir
pens yardimiyla yerlestirildi. Petriler 30 °C sicak odada 24 saat inkiibasyona
birakildi. Membran filtre diizeneginin her parcasi, her siizme islemi 6ncesinde ayri
ayr steril edilerek kullanilmis, boylece kontaminasyon engellenmistir. Sicak odada
biiyiimeye birakilan 6rnek petrileri 24 saat sonunda incelendi ve tiremeler tespit
edildi. Yogun iireyen bakterilerin saf olarak elde edilmesi igin TSA igeren petrilere

0ze ile kesisen ¢izgi yontemi ile yeniden ekimler yapildi.
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Boylece 1 aylik deneme sonucu bakterilerde olan degisiklerin gdzlenmesi
planlanmis, alinan 6rnekler tek koloni olarak uygun sartlar ve siirede elde edilmistir.
Calisma boyunca tiim ekimler steril calisma akisina uygun sekilde, ylizey
sterilizasyonu yapilmis steril kabin igerisinde, UV ile steril edilen izolasyon
odasinda, ates yaninda ve alevde steril edilmis 6ze yardimi ile yapilmstir.

Bu adimi takiben, ¢alismada kullanilan 7 izolatin TSA igeren besiyerlerine
ekimleri yapilip 30 °C sicak odada 24 saat inkiibasyona kaldirildiktan sonra, iireyen
bakterilerin koloni morfolojileri ve Gram boyamalar1 yeniden yapildi. Elde edilen
sonuglar, deneme Oncesi sonuglar ile karsilagtirilarak irdelendi. Bu asamada Gram
boyama i¢in klasik uygulama basamaklar1 takip edildi. Buna gore, bakterilerin her
biri ateste steril edilmis 6ze yardimi ile lizerinde bir damla steril su bulunan lamlara
yayildi. Steril kabin i¢inde kurutulan lamlara, sirasiyla; kristal viyole, liigol ve
safranin boyalar1 Onerilen siirelerde uygulandi. Ornekler boyama basamaklari
arasinda distile su ile yikandi. Boyamayi takiben kuruyan érnekler Nikon ECLIPSE
801 151k mikroskobunda immersiyon yagi eklenerek, 100X objektifte incelendi ve
fotograflar1 alindi. Gram boyama sonuglarina gore kirmizi-pembe boyali izolatlar
Gram negatif, menekse rengi-mor boyali 6rnekler Gram pozitif olarak kayit edilerek
Tablo 5.2'de gosterildi.

Kat1 besiyerinde tek koloni halinde elde edilen 6rnekler Boliim 4.2 ve 4.4’teki
ayni kosullar esas alinip ¢ogaltilarak VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama
Sistemi yardimi ile cins ve tiir diizeyinde tanimlanmak tizere +4 °C ‘ta koruma altina

alindilar.

4. 8. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MYS)
Analizleri

Orneklerin ham petrolii pargalaylp pargalamadiginin tespiti icin deneme
sonrasinda elde edilen, bakteriden arindirilmis siiziintiiler Toplam Petrol
Hidrokarbon (TPH) analizi i¢in (-) kontrol olan besiyeri ve (+) kontrol olan Ham
petrol ile birlikte Gaz kromatografisi-Kiitle spektrometresi (GC-MS) Analizleri’ne
alindilar. Buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilen Ornekler soguk zincir ile
kromatografik analizler icin GTU Cevre Miihendisligi Boliimii'ne génderildiler ve

burada analiz edildiler.
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e TPH Analiz Yontemi ve GC/MS Firinlama Sartlari

Soguk zincirde gelen ornekler, getirildikleri kapakli schott siselerden, 20 ml
ornek ayirma sisesine alindi. HCI ile pH’1 2’ye ayarlandi. Uzerine 30 ml hexan
eklenip calkalandi. Temiz faz bir viale alinip, her bir 6rnege 20 ml daha hexan
eklenip ayni islem tekrarlandi. Florisil kolonundan gegirilip {izerine i¢inde mevcut
suyu tutsun diye sodyum siilfat eklendi. Sayisal deger bakilmadigi i¢in normalde
yapilmas1 gereken rotary evaporatdrde 5 ml’ye diisliriip azot gazi ile 1 ml’ye ugurma
islemi yapilmadi. Ancak Orneklerin seyrelme yiizdelerine gore tiim 6rneklerin aym
miktarlarda olmas1 igin hacim ayarlamasi yapildi. Ornegin; %S5 seyrelmis 6rnek, %50
seyrelmis ornege gore 10 kat daha fazla yogunlastirildi. Bunun amaci en son
GC/MS’te elde edilen kromotogrami iist {iste bindirerek kiyaslama olanagi
saglanmasini miimkiin kilmakt.

Omeklerin GC/MS analiz basamaklari ise asagida 6zetlenmistir. Buna gore;
ornekler Gaz Kromatografisi (Agilent 6890N) Kiitle Spektrometresi (Agilent 5975C,
inert MSD) cihazi kullanilarak analiz edildi. Kapiler kolon (HP-5ms, 15 m, 0.25 mm,
0.25 pm) kullanildi. Firin 40 °C ‘de iken analize baslanmis sonra 20 °C /dak ile 180
°C’ye ¢ikarilip 2 dakika bekletildikten sonra 10 °C/dak ile 310 °C’ye ¢ikarild1 ve 0
sicaklikta 4 dakika bekletilerek analiz sonlandirildi.

4. 9. Izolatlarin VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama
Sistemi ile Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sistemi, gevresel ve endiistriyel
mikrobiyolojide mikroorganizmalarin  tlir diizeyinde 5-10 saat arasinda
belirlenmesinde kullanilan bir yéntemdir. Uzerinde farkli biyokimyasal, karbon ve
enzim testleri ile ilgili 60-65 arasinda farkli testi i¢eren ve sonuglarini kalorimetrik
kartlar sayesinde gosteren, diinya ¢apinda pek ¢ok saygin kurulusta kabul goren bir
mikroorganizma tanimlama sistemidir. Bu sistemde farkli kart tipleri kullanilir.
Bunlar arasinda en ¢ok kullanilanlari Gram negatif (GN) ve Gram pozitif (GP)
fermentasyon yapan ve/veya yapmayan bakteri kartlari, Maya ve Maya benzeri
mikroorganizmalar1 (YST) tanimlayan kartlar ve Gram pozitif spor iceren basil
formu bakteri (BCL) kartlaridir. Sistemin veri bankasi iyi karakterize edilmis

mikroorganizma verilerine dayanir. Bu bilgiler Amerikan Hiicre/Kiiltiir Tiplendirme
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(koleksiyon) merkezi (ATCC) ve saygin iniversitelerin dogrulanmig verilerine
dayandirilarak olusturulmustur. Hemen her y1l giincellenmektedir.

GN kartlar1 ile 160°dan fazla mikroorganizma taxa’si ve 562°den fazla izolati;
GP kartlar1 ile 120°den fazla taxa, ortalama 457 tirti, YST kartlar1 ile 54’ten fazla
taxa, 623’ten fazla maya ve maya benzeri mikroorganizma tirini 64 farkli
biyokimyasal, karbon ihtiyaci, azot ve enzim testi yardimiyla tanimlanmaktadir. BCL
kartlar1 ile 42 taxa ve yaklasik 436 tirti, 63 farkli test yardimi ile cins ve tir
diizeyinde tanimlanabilmek miimkiindiir. Sonuclar bilinen, iyi karakterize edilmis
kiitiiphane tiirlerinin kalorimetrik kart sonug¢larinin, bilinmeyen tiiriin kart sonuglar
ile bilgisayar ortaminda karsilastirilmasi ve yiizdelik degeri ile tanimlanir [Web 4,

2013]. Tanimlama olasiliklar1 ve giivenilirlik dereceleri Tablo 4.4'te goriilmektedir.

Tablo 4.4: VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sisteminin
tanimlama giivenilirligi tablosu.

Tanimlamanin Guvenilirlik

Tercih % OlasiliZ Yorumlar
Karsihig erci % Olasilig1 orumla
Excellent / Miikemmel 1 96’dan 99’a N/A
Very Good / Cok iyi 1 93’ten 95’e N/A
Good / lyi 1 89’dan 92’ye N/A
Acceptable / Kabul edilebilir 1 85’ten 88’¢ N/A
Sonuglarin ) 3 taxa’
Low Discrimination / 2’den | toplami kesin bir Veyé,l, a.xa n‘1 n‘
, , temel 6zelliklerini
Zay1f Tanimlama 3’e taxa’y1 .
.. gosteriyordur.
vermemistir.
Ya 3’ten fazla
>3 N/A taxa’nin temel
Unidentified Organism / veya Belirgin bir ozelliklerini

Tanimlanamamis Organizma ozellik gosteriyordur ya da

gostermemistir. | heniiz tanimlanmamis

tirdir.

Calismada kullanilan ve Gram boyamasi yapilan 7 6rnek, kontaminasyon
kontrolii ekimleri takiben, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’nde bulunan ve Sekil
4.3t gosterilen VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sistemi ile

tanimlanmaya alindi.
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Sekil 4.3: VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sistemi.

Tanimlanacak bakterilerin TSA besiyerinde 24 saatlik taze kiiltiirleri
hazirlandi. Bu kiiltiirlerden steril kabin igerisinde, tek kullanimlik plastik steril 6ze
yardimiyla ornekler alinarak iginde steril tuzlu su (Saline Solution) bulunan VITEK
Kompakt tiiplerine aktarildi ve slispansiyonun yogunlugu Sekil 4.4.a)'da resmedilen
yogunluk 6lgme cihazi yardimi ile 0,45-0,60 araligindaki McFarland degerlerine
ayarlandi. Bu tiipler Sekil 4.4.b)'deki cihazin kendine ait kasetine yerlestirildi. Cihaza
tanimlama yapmak {izere izolatlarin yiiklenme basamaginda, Sekil 4.4.c)'de
resmedilen ve Gram boyama sonuglarina gore segilen uygun kartlar (Gram Negatif
karti/GP-21341 ve Gram Pozitif karti/GP-21342) kullanildi. Gram boyanma 6zelligi
net belirlenemeyen ornekler i¢in hem Gram pozitif hem de Gram negatif kartlar
uygulandi. Kartlar, Sekil 4.4.d)'deki kasetlere tiiplerdeki siraya uygun olarak
yerlestirildi. Ardindan Sekil 4.4.e)'deki gibi cihazin isletim sistemine bagl olarak
kartlarin lizerindeki barkotlarin okunmasi ile tanimlanmaya baslandi. Dogru okuma
sonucunun alinmasi i¢in drneklerin ¢aligma kodlari cihaza el ile girildi ve drnekler
Sekil 4.4.f)'te oldugu gibi sisteme tanitildi. Cihaz, Sekil 4.4.g)'de gosterilen uygun
bolmesine yerlestirilen bu kartlara, tiiplerden dolum yapti. Kartlarin izolat
siispansiyonu ile doldurulmasini takiben kartlar1 tagiyan kaset bu sefer cihazin bagka
bir bélmesinde bulunan ve kartlarin cihaz tarafindan kabul edilerek inkiibasyona
alindig1 bolmeye Sekil 4.4.h)'deki gibi yerlestirildi. Inkiibasyondan sonra sonuglar
otomatik olarak yazicidan ¢ikti olarak alindi. Tanimlama basamaginin bitiminde isi

biten Kkartlar atik kutusunda toplanarak imha edildi.

36



c) d)

»

e | [ R RIe
» . c} .

g » .

PINBECNEDPCY OSSP N PP
LY PSP e P PN P
VR R e LR o P e »
MEEIE TR Rt R e B
v PINCPN PP - » - -
LIV Py Pl P eSS . »
AT S - T »

e)

g)

Sekil 4.4: VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sistemi ile izolatlarin
Tanimlanmasinda Izlenen Basamaklar. a) McFarland Densiometre cihazi. b) VITEK
kompakt tliplerinin yerlestirildigi kaset. ¢) VITEK karti. d) VITEK kartinin kasete
yerlestirilmesi. e) Kart barkotlarinin okutulmasi. f) Orneklerin cihaza el ile tanitima.
g)Kartlarin 6rnek stispansiyonu ile doldurulmasi i¢in cihaz haznesine yerlestirilmesi.
h) Kartlarin tanimlanmak {izere inkiibasyon bélmesine yerlestirilmesi.

37



5. BULGULAR

5. 1. Ham Petrolde Yasayabilen izolatlarin Mikroplaklarda
Secilimine Ait Bulgular

Petroliin bilesimindeki PAH’lar tek hiicreli organizmalardan baslayarak
baliklara ve son olarak da insanlara kadar besin zinciri yoluyla tasinirlar [Artiiz,
1991]. Farkli ekosistemlerde yasayan degisik canli tiirlerinin petrol bilesiklerine kars:
duyarhiliklar1 da farklidir. Bu bilesikler deniz canlilar1 iizerinde toksik etki yaratip
flora ve faunanin kademeli olarak yok olmasina neden olur [Web 1, 2015].

Bu mantiktan yola ¢ikarak g¢alismanin basinda elimizdeki deniz bakterisi
izolatlarmin ham petrole toleransi irdelendi. Seker’in [Seker, 2009] doktora tez
calismasi kapsaminda; Marmara Denizi (M), Karadeniz (K) ve Izmit Kérfezi (IK)‘ni
temsil eden, sehir ve ev desarji almayan istasyonlardan alinan deniz suyu
orneklerinden izole edilmis 698 deniz bakterisi izolat1 i¢erisinden literatiir bilgileri
isiginda (gram negatif, oksidaz negatif ve Kkatalaz pozitif) tez g¢alismamizda
kullanilacak 6rneklerin segilimi i¢in bir 6n eleme yapildi. Ardindan bu 6zelliklere
sahip, belirlenen 31 adet deniz bakterisinin safligi kontrol edildikten sonra ham
petrole kars1 toleranslarinin test edilmesi i¢in mikroplak testine gecildi.

Mikroplak testi; literatiirlerde de siklikla kullanilan Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIC) testi mantig1 ile gerceklestirildi. Bu mikroplak ile secilim
denemesi; ham petroliin canlilar icin ¢ok toksik bir madde olmasi nedeniyle ya
bakterilerin asir1 toleransli olarak bu ortamda yasamasi ya da ham petrolden
etkilenmemesi ve/veya bir sekilde onun zararl etkilerini engelleyecek metabolik bir
proses igermesi gerektigi mantigina dayanarak kurguland: ve uygulandi. inkiibasyon
adimini takiben %50 ham petrol + %50 besiyeri i¢eren B kuyucuklarinda en fazla
renk acilmasi goriilen 7 bakteri izolati, biliylik 6l¢ekli ve daha uzun siireli esas tez
denemesinde kullanilmak iizere Sekil 5.1'de goriildiigii gibi segildi. Bu ornekler;
[K1-81, IK2-114, IK2-140, iK3-331, iK3-333, K-A23 ve K-A87 olarak belirlendi.
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Sekil 5.1: Farkli mikroplaklarda gergeklestirilmis ham petrolicinde yasayabilen izolatlarin secilimi ve (—) isaretli se¢ilmis 6rneklerin goriintiisii.




5. 2. Secilen Izolatlarin Biiyiik Ol(;ekh Calisma Oncesi Bazi

Mikrobiyolojik Ozelliklerinin irdelenmesine Ait Bulgular

Mikroplaklarda farkli ham petrol konsantrasyonlariyla denemeye alinan ve

%350 ham petrol iceren kuyucuklarda pargalanma ve renk agilmasi sonuglarina gore

secilen 7 tane izolatin, biiyiik 6lgekli (250 ml) erlen g¢alismasina alinmadan Once

Gram Boyamalar1 yapildi, bazi temel mikrobiyolojik ve mikroskobik hiicresel

ozellikleri incelendi. Mikrograflar1 alinarak Tablo 5.1'de gosterildi.

Tablo 5.1: Calismada kullanilmak tizere se¢ilen bakteri 6rneklerine uygulanan Gram

boyamayi takiben, mikroskop yardimiyla elde edilen bazi morfolojik ve

mikrobiyolojik 6zelliklere ait sonuglar.

[zolat No: 1K 1-81

Mikrografi:

Gram Boyama:

Hiicre Sekli:

Ikili kok (diplokok) veya diplokokobasil.

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

++

Koloni Goriintimii:

Dairesel, sarimsi koloniler.

Koloni Kenart: Diiz
Koloni Yiiksekligi: | Yiiksek konveks
Koloni ylizeyi: Diiz parlak
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Tablo 5.1: Devam.

[zolat No: IK2-114

Mikrografi:

(100x)

Gram Boyama:

Gr()

Hiicre Sekli:

Ikili kok (diplokok) veya diplokokobasil, ince
kiigtik basil yapili.

Oksidaz Testi:

+/-

Katalaz Testi:

++

Koloni Gorinimii:

Parlak, beyaz, yiizeye diizensiz yayilmis koloniler.

Koloni Kenart: Dalgal1
Koloni Yiiksekligi: Diiz-yiiksek
Koloni yiizeyi: Diiz-parlak
[zolat No: 1K2-140
Mikrografi:

(100x)

Gram Boyama:

Gr (-)

Hiicre Sekli:

Ikili kok (diplokok) veya diplokokobasil, ince
kiictik basil yapili.

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

++

Koloni Goriniimii:

Mat, beyaz, yaygin koloniler.

Koloni Kenart:

Koloni Yiiksekligi:

Yiksek-konveks

Koloni yiizeyi:

Noktali-parlak
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Tablo 5.1: Devam.

[zolat No: 1IK3-331

Mikrografi:

(100x)

Gram Boyama:

Gr (+/-)

Hiicre Sekli:

Basil, mukozal madde iiretimi var gibi.

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

++++

Koloni Goruntimii:

Diizensiz koloniler.

Koloni Kenart:

Flamentli-loblu

Koloni Yiiksekligi: Yastiks1
Koloni yiizeyi: Dalgali

Izolat No: 1K3-333
Mikrografi:

(100x)

Gram Boyama:

Gr (+-)

Hiicre Sekli:

Basil, mukozal madde iiretimi var gibi.

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

++++

Koloni Goruntimii:

Diizensiz koloniler.

Koloni Kenart:

Loblu-dalgali

Koloni Yiiksekligi:

Yiksek

Koloni ylizeyi:

Piirtizlii, mat, parlak.
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Tablo 5.1: Devam.

izolat No: K-A23

Mikrografi:

(100x)
Gram Boyama: Gr (+/-)
Hiicre Sekli: Basil yapilt
Oksidaz Testi: +/-
Katalaz Testi: +/-

Koloni Gortinimiu:

Noktali, koyu sar1 pigmentli, tiim petriye dagilmas.

Koloni Kenari: Diiz

Koloni Yiiksekligi: Konveks

Koloni yiizeyi: Kuru, tozumsu.
Izolat No: K-A87

Mikrografi:

(100x)

Gram Boyama:

Gr (+1-)

Hiicre Sekli:

Kok, kokobasil yapili.

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

++++

Koloni Gorunumi:

Noktali, sari-beyaz, tiim petriye yayilmis.

Koloni Kenart: ?
Koloni Yiiksekligi: Diiz-yiiksek
Koloni yiizeyi: Tozumsu-parlak
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5. 3. Secilen Izolatlarla Gergeklestirilen Biiyiik Olcekli
Cahismaya Ait Bulgular

Mikroplaklarda farkli ham petrol konsantrasyonlarinda denemeye alinan ve
secilen 7 tane izolat, “Ham petrole toleransli mi1? Yoksa ger¢ekten metabolik olarak
ham petrolii igleyebiliyor mu?” sorusunu aydinlatmak i¢in 250 ml biiylik ol¢ekli
erlenlerde, %5, %25, %50 ve %75 ham petrol konsantrasyonlariyla, 22-25 °C oda
sicakliginda, bir (1) ay siireyle denemeye alindilar. Her giin besiyeri yiizeyindeki
petrol tabakasi kalinligi milimetrik (mm) olarak olciildii ve grafikler yardimiyla

asagidaki sekillerde gosterildi.
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Sekil 5.2: izolat IK1-81 igin biiyiik dl¢ekli ham petrol biyoremediasyon ¢alismasi
Ol¢iim sonuglart.
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izolat No: IK2-114

A

\
\Vg ~

\\

=
I

/
|

=
ka2

\/_I

=
=]

5 Petrol
— 525 Petrol

J_/
NS

50 Petrol

o/

m— 75 Petrol

Petral Katman kalinhgi {mm}

NIVAN

[i] LI B B N |

Zaman {Giin)

CO0L1 2345678 210111213141516192021222324262730323435

izolat No: iK2-114 izolat No: IK2-114
— 5% Petral — 5% Petral

_5 12
£ £
£Ea B _/_/
AN = —
t3 = / ~—r"
] \ a6
ER / 2
g i 4
I E
=z e N 2?2
P T ——_ o T T
& C 012 34567 8 % 10111213141516 19202122 23242627 30323435 & €0 123456 7 8 9210111213141516192021 2223242627 30323435

Zaman {Giin} zaman {Giin}

izolat No: iK2-114 izolat No: iK2-114
—50% Petrol —— 755 Petral
0
£ 175
E . AN E 4y
= ~~ E
2 £ \
H = 165
=10 2 \
£ S 16
g 2 \/ \
Es 2155 V \
3
= g 15
£ 0 Gl
£ 14,5
& €0 1234567 8 91011121314151619 2021222324 2627 30323435 ED :
" Z -
Zaman (Giin) =
& C01 2345678 9 1011121314151619 2021222324 2527 30 32 34 35
I Zaman (Giin)

Sekil 5.3: izolat IK2-114 i¢in biiyiik 6lcekli ham petrol biyoremediasyongalismasi
Ol¢lim sonuglari.
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izolat No: IK2-140
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Sekil 5.4: izolat IK2-140 igin biiyiik dlgekli ham petrol biyoremediasyon ¢alismasi
Ol¢lim sonuglari.
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izolat No: IK3-331
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Sekil 5.5: izolat IK3-331 igin biiyiik &lgekli ham petrol biyoremediasyon ¢alismasi

Ol¢tim sonuglari.

47




izolat No: IK3-333
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Sekil 5.6: izolat IK3-333 igin biiyiik dlgekli ham petrol biyoremediasyon ¢alismasi

Ol¢lim sonuglari.
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izolat No: K-A23
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Sekil 5.7: izolat K-A23 igin biiyiik dlgekli ham petrol biyoremediasyon ¢alismasi

Ol¢lim sonuglari.
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izolat No: K-A87

138
1 _\—/ v
_—
c 14
E
=
B V NS VNV N—
E
=10 %5 Petrol
E
E a A Vi , m— 25 Petrol
A\
£ 2550 Petrol
©
E m— 75 Petrol
a4
= _ﬂ/\
2
— N\
n T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
Co01 23456 7 8 9101112131415165192021222324262730323435
Zaman {Glin)
izolat No: KA87 izolat No: K-A87
5% Petrol — 5% Petrol
. _ 1o
£, H A N
5, A 2 4/\/ \/
£ /N I
= =
20 T e e e s e L L s s e s R e |
& 0123 45 67 35 9 10111213141516 19202122 23 24 26 27 30 32 3435 & €0 1234567 8 910111213141516192021 2223242627 30323435
Zaman (siin} Zaman (Giin)
izolat No: K-A87 izolat No: K-A87
— 5 0% Petrol —75% Petrol
_ 135 175
E 13 ‘\ E 17 /—\
gus \ glss \ \
£ 12 E 18 Lo
2 s \/ N [ \A / \ I \ / \ /
5 VNSV \ 3 \ /—\A
ELU‘S 314‘5
ERRT E o
& C0 12345 6785 91011121314151619 2021222324 262730323435 & C01 2345 67 5 91011121314151619 2021222324 262730323435
Zaman (Giin) Zaman (Giin}

Sekil 5.8: izolat K-A87 igin biiyiik dlgekli ham petrol biyoremediasyon ¢alismasi

Ol¢lim sonuglari.

50




Bu grafikler incelediginde 30 giinliik deneme boyunca tiim erlenlerde
kontrolden farkli olarak petrol tabakalarinda zaman zaman yogunlagsmalar ve
kalinlagmalar goriilmiis, zaman zamanda pargalanmalar tespit edilmistir.

izolatlara ait giinliikk olciimler ile olusturulan Sekil 5.2-5.8 kapsamindaki
grafiklerde, her bir izolat ve her bir konsantrasyonu agisindan, farkli sonuglar
gdzlenmektedir. izolat IK1-81 igin %75’lik konsantrasyonda ham petrol katmani
kalinliginda bir degisiklik olmazken, %S5, %25 ve %50’lik konsantrasyonlarda ciddi
artislar goriilmektedir. Izolat IK2-114 i¢in %5 ve %75’lik konsantrasyonlarda ham
petrol katmaninda azalma ve olasilikla parcalanma goriilmiis, tam tersi %25’lik
konsantrasyonda oldukga, %50’lik konsantrasyonda da belli belirsiz bir artma
gdzlenmistir. Izolat IK2-140 igin %5 ve %25'lik konsantrasyonlarda artma, %50’lik
konsantrasyonda dikkat cekici ve %75’lik konsantrasyonda ise belli belirsiz bir
azalma gozlenmistir. Izolat 1K3-331’e¢ bakildiginda, sadece %25 ve %75’lik
konsantrasyonlar1 ¢aligilan bu organizmanin her iki konsantrasyonunda da, 6zellikle
%75'lik konsantrasyonda c¢ok ciddi, ham petrol tabakasi kalinliginda azalmalar
goriilmiistiir. 1K3-333 ve K-A23 izolatlarmin her ikisinin de %5 ve 25’lik
konsantrasyonlarinda artmalar, %50 ve 75°lik konsantrasyonlarinda ise dikkat cekici
miktarda azalmalar goriilmiistiir. Son olarak izolat K-A87'de ise %5, %50 ve %75’lik

konsantrasyonlarda azalmalar, %25’lik konsantrasyonda ise artma gozlenmistir.

5. 4. Secilen Izolatlarin Buyuk Olcekli Cahsma Sonras1 Bazi
Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Irdelenmesine Ait Bulgular

Biiyiik olgekli ham petrol biyoremediasyon denemesinin tamamlanmasini
takiben, izolatlar bazi temel mikrobiyolojik 6zellikleri agisindan kontrol edildi ve
yeniden degerlendirildi. Bu amagla izolatlara yeniden Gram Boyama yapildi,
mikroskobik olarak hiicresel 6zellikleri gozden gecirildi ve mikrograflar1 alinarak
Tablo 5.2'de sematize edildi. Morfolojik, fizyolojik ve mikroskobik bir farkliligin
olusup olusmadigi, Tablo 5.1'de gosterilen biiylik 6lgekli deneme Oncesi 6zellikleri

ile karsilastirilarak irdelendi. Herhangi bir farklilik olmadigi belirlendi.
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Tablo 5.2: Calismada kullanilmak tizere se¢ilen bakteri 6rneklerinin 30 giinliik ham
petrolde yasatilma denemesini takiben uygulanan Gram boyamaya ve mikroskobik
incelemeler ile elde edilen bazi morfolojik ve mikrobiyolojik 6zelliklere ait sonuglar.

[zolat No: IK1-81

Mikrografi:

)| TR calas ok
¥ i
i s

£

S\

Gram Boyama:

Gr ()

Hiicre Sekli:

Ikili kok (diplokok) veya diplokokobasil.

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

+

Agiklama:

Basil ya da diplokok, diplokokobasil seklinde, yerfistigina
benziyor. Yuvarlak sarims1 koloniler var.

izolat No: IK2-114

Mikrografi:

Gram Boyama:

Gr ()

Hiicre Sekli:

Kok (Stafilokok).

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

+

Aciklama:

Diizensiz iizim salkimi seklinde, mukozal madde tiretiyor
olabilir.
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Tablo 5.2: Devam.

zolat No: IK2-140

Mikrografi:

Gram Boyama:

Gr (-)

Hiicre Sekli:

Basil, kokobasil.

Oksidaz Testi:

Katalaz Testi:

+

Acgiklama:

IK1- 81°e benziyor. Yuvarlak, mat koloniler var.

Izolat No: IK3-331

Mikrografi:

(100x)
Gram Boyama: | Gr (+/-)
Hiicre Sekli: Basil.
Oksidaz Testi: -
Katalaz Testi: +/-

Aciklama:

Yiizeyde kalin 3 boyutlu bir mukus/kapsiil tabaka goziikiiyor.
Diizensiz, beyaz koloniler var.
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Tablo 5.2: Devam.

zolat No: 1K3-333

Mikrografi:

Gram Boyama: Gr (+/-)

Hiicre Sekli: Kiigtik kisa basil.
Oksidaz Testi: -

Katalaz Testi: +

Agiklama:

Tiim petri yiizeyini kaplayan ¢ok yogun bir mukus tabakas1 var.

[zolat No: K-A23

Mikrografi:

Gram Boyama: Gr (+/-)

Hiicre Sekli: Basil, kokobasil, kok.
Oksidaz Testi: +/-

Katalaz Testi: +/-

Agiklama:

Tiim petriye yayilmis, sarimsi-beyaz, mukozal koloniler var.
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Tablo 5.2: Devam.

[zolat No: K-A87

Mikrografi:

Gram Boyama: Gr (+/-)

Hiicre Sekli: Kok.

Oksidaz Testi: +/-

Katalaz Testi: +/-

Agiklama: IK3- 331°e benziyor. Kisa streptokoklar. Mukus tabakas1 var

5. 5. Biiyiik Olcekli Calismada Kullanilan Izolatlarin
GC-MS Analizlerine Ait Bulgular

Biiyiik 6lcekli ¢alismada kullanilan 1K1-81, 1K2-114, IK2-140, 1K3-331,
[K3-333, K-A23 ve K-A87 kodlu 7 izolat, “Ham petrolii parcalayabiliyor mu?”
sorusuna agiklik getirmek igin kimyasal olarak da irdelendiler. Bu amagla, ¢alismada
kullanilan erlenler igindeki materyal, bir dizi filtreleme (steril kalin filtre kagitlar1 ve
0,45 um por ¢apli filtreler vasitasiyla) asamasi ile siiziildii. Bu sekilde bakterilerden
ayrilmis olarak elde edilen sivilar/siiziintiler daha kiigiik steril schott siselere
toplandilar. Bu asamay1 takiben, elimizdeki orekler GTU Cevre Miihendisligi
Bolimii’nde bulunan Gaz Kromatografisi (Agilent 6890N) Kiitle Spektrometresi
(Agilent 5975C, Inert MSD) cihazi kullanilarak analiz edildi. Cihazda ham petrol
iceren Orneklerin ¢alisilmasinda kapiler kolon (HP-5ms, 15 m, 0.25 mm, 0.25 pum)
kullanildi, sonuglar her izolat igin agiga ¢ikan bilesenlere gore ayrildi ve Tablo 5.3'te

gosterildi.
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Tablo 5.3:Ham petroliin deniz bakterileri ile biyoremediasyonuna yonelik biiyiik 6lgekli calismasi sonucunda elde edilen siiziintiilerinin GC-

MScihazi kullanilarak, kapiler kolon (HP-5ms, 15 m, 0.25 mm, 0.25 um) yardimuiyla, farkli firinlama sicakliklar1 ve siireleri ile analiz sonuglart.

Kalma Suresi 7.494-8 8,007 9.537-9.57 11.192-11.284 11,507 12,249 12,256 12,262 13,175
- Thiourea, Heptadecanoic . L 2,5-Cyclohexadiene- 3-Buten-1-amine, Dimethyl

Bilesik tetramethyl acig,ethyl ester Cyclohexasiloxane Quinoline \;,4—dione N-ethyl-N-methyl-Thiazole Carbamothigicacid 3-Undecanone | Hexadecane

Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan Alan

81 (%5) 86,4 13,6

81 (%25) 84 4,2 11,8

81 (%50) 84,89 15,11

81 (%75) 85,27 14,73

114 (%5) 86,33 13,67

114 (%25) 100

114 (%50) 71,59 8,12 20,29

114 (%75) 77,27 6,21 16,53

140 (%5) 71,51 5,76 13,57 6,19

140 (%25) 84,28 15,72

140 (%50) 0,46

140 (%75) 78,75 13,05

333 (%5) 86,65 13,35

333 (%25) 86,66 13,34

333 (%50) 83,36 16,64

333 (%75) 86,77 13,23

A23 (%5) 85,89 14,11

A23 (%25) 87,22 12,78

A23 (%50) 82,23 17,77

A23 (%75) 28,92 48,53 11,35 6,25

A87 (%5) 85,13 14,87

A87 (%25) 87,02 12,98

A87 (%50) 88,85 11,15

A87(%75) 86,2 13,08

331(%25) 86,75 13,25

331(%75) 82,24 6,72 11,04

Saf Petrol 1,33

Kalis Stresi 6,201 7,711 9,182 10,587 11,92 13,188 14,593 15,322 15,506

Saf Petrol Undecane Dodecane Tridecane Tetradecane Penatadecane Hexadecane Heptadecane Octadecane Octadecane
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Tablo 5.3: Devam.

Kalma Suresi

15,513

17.214-17.358
(18.153)

17.417-18.737

17.214-17.358 (18.153)

17.417-18.737

17,923

18.737-19.998

Bilesik

Octodecane

Nonadecane

Eicosane

Nonadecane

Eicosane

N-Methyl-N-propargyl-4,4-dimethyl-2-
pyrrolidinocyclopent-1-enecarbox amide

Heneicosane

Alan

Alan

Alan

Alan

Alan

Alan

Alan

81 (%5)

81 (%25)

81 (%50)

81 (%75)

114 (%5)

114 (%25)

114 (%50)

114 (%75)

140 (%5)

2,97

2,97

140 (%25)

140 (%50)

0,09

17,3(4,56+4,73+5,92
+1,09)

28,46

17,3(4,56+4,73+5,92+1,09)

28,46

2,26

9,14

140 (%75)

8,2

8,2

333 (%5)

333 (%25)

333 (%50)

333 (%75)

A23 (%5)

A23 (%25)

A23 (%50)

A23 (%75)

4,96

4,96

A87 (%5)

A87 (%25)

A87 (%50)

A87 (%75)

331(%25)

331(%75)

Saf Petrol

6,23(1,47+1,4
8+1,75+1,53)

20,17(7,13+13,04)

21,19(20,47+8,72)

20,17(7,13+13,04)

21,19(20,47+8,72)

24,18

Kalig Stiresi

15,913

16,018

17,181

16,018

17,181

17,227

17,371

Saf Petrol

Octadecane

Octadecane

Nonadecane

Octadecane

Nonadecane

Undecane

Nonadecane
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Tablo 5.3: Devam.

Kalma Siresi

19,295

20,451

22,178

25,232-27,891

29,251

29,73

29,98

Bilesik

Benzocyclopentene, 4,6,7-
triethyl 1-methyl-5-vinyl-

Tetracosamethyl-
cyclododecasiloxane

4-(3,4-Dimethoxybenzylidene)-1-(4-
nitrophenyl)-3-phenyl-2-pyrazolin-5-one

Iron, monocarbonyl

4-Methyl-E-9-
octadecene

6-Hydroxy-powelline-N-
nitroso, aldehyde

Isorhamnetin

Alan

Alan

Alan

Alan

Alan

Alan

Alan

81 (%5)

81 (%25)

81 (%50)

81 (%75)

114 (%5)

114 (%25)

114 (%50)

114 (%75)

140 (%5)

140 (%25)

140 (%50)

2,35

0,66

2,07(0,63+0,69+0,75)

0,79

35,13

0,04

140 (%75)

333 (%5)

333 (%25)

333 (%50)

333 (%75)

A23 (%5)

A23 (%25)

A23 (%50)

A23 (%75)

A87 (%5)

A87 (%25)

A87 (%50)

A87(%75)

331(%25)

331(%75)

Saf Petrol

Kalis Suresi

18,645

18,73

19,978

20,451

21,206

Saf Petrol

Eicosane

Eicosane

Heneicosane

Tetracosamethyl-
cyclododecasiloxane

Docosane




Ham petroliin biyoremediasyonuna yonelik olarak ¢alisilan tiim izolatlara ait
stiziilmiis 6rneklerde ve bu orneklerin her konsantrasyonunda, ham petroliin alkan
birimlerinin, Kuinolin [Quinoline, (CgH;N)] adi verilen heterosiklik aromatik
organik bir azotlu birime kadar pargalandigi goriilmiistiir. Bu birim ayni islemden
gecen ham petrolde goriilmemistir. Bu durum Kuinolin biriminin ham petroliin
icinde bulunan bir birim degil, ancak ham petroliin bir asamaya kadar par¢alanmasi
ile ortaya ¢ikan, ham petrol alkanlarindan daha kiigiik bir birim oldugunu
gostermektedir. Bu, bakterilerimizin deneme siiresi boyunca (30 giin), bir asamaya
kadar ham petrolii par¢aladiginin kimyasal bir kaniti/dogrulmasidir. Kuinolin nadiren
bitkilerde de bulunabilen bir yapidir [Web 5, 2015].

Bakteri izolatlarina tek tek bakildiginda 1K1-81, 1K2-114, 1K3-333, K-A23
icin %50, K-A87 i¢in %5, 1K3-331 icin ise %25 (bu 6rnek icin %5 ve %50'lik
konsantrasyon calisilamamistir) petrol konsantrasyonu igeren erlenlerde daha fazla
Kuinolin'e pargalanma goriilmiistir. 1K2-140 icin ise %5 ile %75’lik
konsantrasyonlar arasinda belirgin bir fark goriilmemistir (bu 6rnek i¢in %25 ve
%50'lik konsantrasyon calisilamamustir).

Genel sonuca bakildiginda ise tim izolatlar icinde en fazla ham petroli

Kuinolin’e kadar pargalayan IK2-114 kodu ile tanimlanan bakteri rnegi olmustur.

5. 6. Biiyiik Olcekli Calismada Kullanilan izolatlarin
VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tamimlama Sistemi ile Tur
Diizeyinde Tanimlanmasina Ait Bulgular

Calismanin son asamasmda petrol kirliligi riskini fazlaca tasiyan, Izmit
Korfezi ile Istanbul Bogazi’nin Marmara Denizi ve Karadeniz cikislarinin kentsel
atik, organik ve kimyasal kirlilik almamis segilen istasyonlarindan, belli derinliklerde
alinmis ve laboratuarimizda saflastirilmis 698 izolatin i¢inden 6n denemelerle segilen
ve ana calismada kullanilan 7 tane izolatin (IK1-81, IK2-114, IK2-140, iK3-331,
IK3-333, K-A23 ve K-A87) Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ndeki VITEK 2
Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sistemi ile tiir diizeyinde tanimlanmasi yapildi. Bu
uygulama sonucunda en az %86 dogrulukta olmak {izere tanimlamalar gergeklesti ve

orneklerden 2 tanesi tanimlanamadi. Sonuglar Tablo 5.4'te gosterildi.
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Tablo 5.4: VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sistemine gore tiir seviyesinde
tanimlanmais izolatlar.

Tanimlamanin | Tanimlamanin
Izolat Adi VITEK Tanis1 Dogruluk glivenilirlik
Yiizdesi karsiligr*
. Tanimlanamadi
IK1-81 o _ - N/A
(Unidentified Organism)
. Tanimlanamadi
IK2-114 o _ - N/A
(Unidentified Organism)
Kabul
IK2-140 Serratia plymuthica %86 edilebilir
tanimlama
. _ Cok iyi
IK3-331 Enterococcus faecalis %94
tanimlama
) Klebsiella pneumoniae Cok iyi
IK3-333 %92
subsp. ozaenae tanimlama
Miikemmel
K-A23 Staphylococcus lentus %97
tanimlama
K-A87 Staphylococcus sciuri %89 Iyi tanimlama

* Miilkemmel tanimlama (Excellent identification) % 96-99, Cok 1yi tanimlama

(Very good identification) % 92-95, Iyi tanimlama (Good identification) % 89-91,
Kabul edilebilir tanimlama (Acceptable identification) % 85-88.

Bu sonu¢ tanimlanamayan Orneklerin yeni tiir olmak olasiligin1 glindeme

getirmektedir.
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6. TARTISMA

Petrol ve petrol tiirevleri, endiistriyel ve giinliikk hayatta enerji ihtiyacim
karsilamanin yaninda kimya sanayisi (plastikler, boyalar ve kozmetik {iriinler),
ulasim, madencilik ve tarim sektorlerinde de siklikla kullanilmaktadir. Bu kullanim
sonucu her yil tonlarca petrol ve petrol iirlinii ¢gevreye yayilmaktadir. Teknolojinin
gelismesiyle sosyal ve ekonomik yasamin vazgegilmezi haline gelen bu iiriinler,
ozellikle su ekosistemlerinde olduk¢a ciddi tahribatlara yol agmakta; baliklar,
planktonlar, larva ve algler gibi su canlilarinin biyolojik yasamlarinda da olumsuz
etkiler meydana getirmektedir.

Petrol, temelde sadece karbon ve hidrojen elementlerinden olusan
hidrokarbonlardan meydana gelir. Hidrokarbonlar ham petrolin = %55-98'ini
olusturmaktadir. Ham petrol igerisinde hidrokarbonlarin yani sira diisiik oranda,
ancak yapisini etkileyebilecek kadar yliksek oranlarda azot, kiikiirt, oksijen ve metal
elementleri (vanadyum, nikel, vb.) bulunur. Poliaromatik hidrokarbonlar (PAH),
petrol bilesenlerinin en inatgisidir. Toksik, mutajenik ve kanserojenik olduklari
bilinmektedir. Kirletici 6zelliklerinden dolayr biyolojik dengeyi Onemli oOlgilide
etkileyen PAH’lardan c¢evrenin temizlenmesi, ¢evre ve uygulamali mikrobiyoloji
acisindan olduk¢a 6nemlidir [Demir ve Demirbag, 1999]. Hidrokarbon kirliligini
azaltmak i¢in fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak yapilan temizleme
islemleri de vardir. Ancak biyoremediasyon yontemleri petrol hidrokarbonlarinin
elemine edilmesinde ¢evre dostu uygulama icermesi ve daha ekonomik alternatifler
sunmast nedeniyle giderek on plana ¢ikmaktadir.

Bu tez calismasinda kendi denizlerimizden (Marmara Denizi ve Karadeniz)
izole edilmis 698 deniz bakterisi izolat1 igerisinden, literatiirlerde isaret edilen (gram
negatif, oksidaz negatif ve katalaz pozitif) 6zelliklerde 31 6rnek segilmistir. Sonraki
asamada bu Ornekler, yine literatiirler dogrultusunda, mikroplak yontemi ile 6 farkli
ham petrol konsantrasyonu ile yiizlestirilmis ve ham petrolii pargalama kabiliyeti
olan 7 izolat belirlenmistir. Calisma daha biiyiik 6l¢ege tasimadan Once, segilen
ornekler bazi temel mikrobiyolojik boyama, koloni morfolojisi ve mikroskobik
incelemelere tabi tutulmustur. Bu incelemelerin aynis1 biiyiik 6lgekli c¢alisma
sonrasinda da yapilarak, son derece toksik bir madde olan ham petroliin biiyiik

6l¢ekli ve uzun stireli uygulanmasinda bakterilerde temel bir fizyolojik ve morfolojik
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degisiklik olusup olusmadigr gozlemlenmistir. Biiyiik 0Olgekli calismamiza
gecildiginde izolatlarin farkli ham petrol konsantrasyonlarinda (%5, %25, %50 ve
%75) hayatta kalabilme yetenegi, biyoremediasyon kabiliyeti ve sonrasinda bu
izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi amaglanmstir. Biiyiik 6lgekli ¢alismada,
izolatlar 250 ml hacimli erlenler igerisinde belirli konsantrasyonlarda ham petrol ile
30 giin boyunca inkiibasyona birakilmis ve her 24 saatte petrol katmani kalinliklari
mm olarak 6l¢iiliip kaydedilerek grafiklere aktarilmistir. Bu asamada ortam sicakligi
ve erlenlerde goriilen ¢esitli morfolojik ve fizyolojik degisiklikler de yine giinliik
olarak not edilmistir. 30 giiniin sonunda 7 izolata ait her bir konsantrasyondaki erlen
igerikleri membran filtrasyon sisteminde siiziilmiistiir. Bu asamadan sonra iki farkli
irdeleme yapilmistir. Bunlardan ilki hiicresel boyuttadir. Bu baglamda oncelikle
bakterilerin geri kazanimi saglanmig, ardindan temel mikrobiyolojik boyamalar
yeniden yapilarak morfolojik, fizyolojik ve mikroskobik bir farkliligin olusup
olugsmadig1 biiyiikk Ol¢cekli ¢alisma oOncesi elde edilen verilerle karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Digeri ise ham petroliin kimyasal yapisinda degisiklik olup
olmadigimin, yani diger bir degisle ham petroliin pargalanip par¢alanmadiginin
kimyasal olarak irdelenmesidir. Bu amagla oncelikle elde edilen ve bakterilerden
tamamen ayrilmig siiziintiiler Gaz kromotografisi-Kiitle spektrometresi (GC-MS)
analizine alinmistir. Son asamada ise tiir diizeyinde tanimlamaya gec¢ilmis ve bu
amagla izolatlar Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii'nde bulunan VITEK 2 Kompakt
Mikrobiyal Tanimlama Sistemi ile tanimlanmaya alinmistir.

Yapilan farkli c¢alismalarda birgok akuatik bakteri tiiriinlin petrol
hidrokarbonlarin1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanip biyodegradasyona
ugrattig1 bildirilmistir [Floodgate, 1984], [Leahy et al., 1990], [Song et al., 1990],
[Demir ve Demirbag, 1999], [Kasai et al., 2002], [Hara et al., 2003], [Altug, 2005],
[Kahraman ve Geckil, 2005], [Cift¢i, 2008], [Martins dos Santos et al., 2010].
Bundan yola ¢ikarak, tezimizde oncelikli amacimiz kendi denizlerimizden izole
ettigimiz, gergek deniz  bakterilerinin  petrol  biyoremediasyonu igin
kullanilabilirliginin belirlenmesi olmustur.

Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde, MIC testi sonuglarina gore
secilen ve biiyiik Olgekli calismaya alinan 7 izolatin tamaminin ham petrolii
kullanarak, Kuinolin [Quinoline, (CgH7N)] adi verilen ve ham petrol alkanlarindan
daha kiiciik olan heterosiklik aromatik organik bir azotlu birime kadar kimyasal

olarak parcaladigr goriilmiistir. Bu birim aymi islemden gegen ham petrolde
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gbzlenmemistir. Dolayisiyla bu sonu¢ Kuinolin biriminin ham petroliin i¢inde
bulunan bir birim degil, ancak ham petroliin bir asamaya kadar parcalanmas ile
ortaya c¢ikan, ham petrol alkanlarindan daha kiigiik bir birim oldugunu
gostermektedir. Bu sonug acikca bakterilerimizin deneme siiresi boyunca (30 giin),
bir asamaya kadar ham petrolii pargaladiginin kimyasal bir kaniti/dogrulmasidir.

Kuinolin nadiren bitkilerde de bulunabilen bir yapidir [Web 5, 2015]. Bu veri
bize Kuinolin'in canlilarda bulunabilen ve kesinlikle ham petrolden daha az
zararli/toksik bir kimyasal yap1 oldugunu gostermektedir. Bu da bakterilerimizin ham
petrolii en azindan kismen, canlilara daha az zararli bir birime ¢evirdigini
gostermekte ve kanitlamaktadir.

Izolatlar iginde ham petrolii en fazla Kuinolin’e parcalayan IK2-114 kodu ile
tanimlanan bakteri 6rnegi olarak tespit edilmistir.

30 giin siiren biiylik 6l¢ekli deneme boyunca tiim erlenlerde kontrolden farkl
olarak petrol tabakalarinda zaman zaman yogunlasmalar ve kalinlagsmalar gériilmiis,
zaman zaman da parcalanmalar tespit edilmistir. Izolatlara ait giinliik &lgiimler ile
olusturulan Sekil 5.2-5.8 kapsamindaki grafiklerde, her bir izolat ve her bir
konsantrasyonu agisindan, farkli sonuglar gozlenmektedir. izolat iIK1-81 i¢in %75°1ik
konsantrasyonda ham petrol katmani kalinliginda bir degisiklik olmazken, %5, %25
ve %50’lik konsantrasyonlarda ciddi artislar goriilmektedir. izolat IK2-114 igin %5
ve %75’lik konsantrasyonlarda ham petrol katmaninda azalma ve olasilikla
parcalanma goriilmiis, tam tersi %?25°lik konsantrasyonda oldukca, %50’lik
konsantrasyonda da belli belirsiz bir artma gozlenmistir. Izolat IK2-140 i¢in %5 ve
%25'lik konsantrasyonlarda artma, %50’lik konsantrasyonda dikkat c¢ekici ve
%75’lik konsantrasyonda ise belli belirsiz bir azalma gozlenmistir. izolat IK3-331’e
bakildiginda, sadece %25 ve %75’lik konsantrasyonlari ¢aligilan bu organizmanin
her iki konsantrasyonunda da, ozellikle %75'lik konsantrasyonda c¢ok ciddi, ham
petrol tabakas: kalmliginda azalmalar goriilmiistiir. IK3-333 ve K-A23 izolatlarinin
her ikisinin de %S5 ve 25’lik konsantrasyonlarinda artmalar, %50 ve 75’lik
konsantrasyonlarinda ise dikkat ¢ekici miktarda azalmalar goriilmiistiir. Son olarak
izolat K-A87'de ise %5, %50 ve %75’lik konsantrasyonlarda azalmalar, %25’lik
konsantrasyonda ise artma gozlenmistir.

Bu sonuglara gére ham petrol tabakasinin kalinliginin en ¢ok arttigi %5’°lik
konsantrasyon i¢in 3 mm’lik artigla IK1-81, K-A23, IK3-333 no’lu izolatlarini,
%25’lik konsantrasyon igin 5 mm’lik bir artisla IK1-81 no’lu izolatim1 ve %50’lik
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konsantrasyon igin 1 mm’lik artisla yine IK1-81 no’lu izolatim gériiyoruz. Buna
karsin %75°lik ham petrol konsantrasyonlarinda ham petrol katman kalinliginin
artt1g1 izolat yoktur.

[zolatlar icinde ham petrol tabakasiin kalmliginin en ¢ok azaldig érneklere
bakildiginda %5’lik ham petrol konsantrasyonu i¢in 2 mm’lik azalisla tabakay1
dlciilemeyecek kadar azaltan, neredeyse sifirlayan izolat IK2-114 ve 1 mm azaltip
yariya indiren K-A87 izolat1 goriilityor. %25°lik ham petrol konsantrasyonu igin ise 1
mm’lik azaltma ile 1K3-331 izolati gdze carpmaktadir. %50’lik ham petrol
konsantrasyonuna bakildiginda 1K2-140, 1K3-333, K-A23 ve K-A87 izolatlar1 2
mm’lik azaltmalar gostermektedir. %75°lik ham petrol konsantrasyonunda 1K3-331
izolat1 3 mm’lik azaltma ile en fazla azalmay1 gostermektedir. Onu takiben 2 mm’lik
azaltma ile IK2-114 ve 1K3-333 izolatlari; 1mm’lik azaltma ile de K-A23 ve K-A87
izolatlar1 goriiliiyor.

Bu veriler bize 7 izolatin hepsinin petrolle karsilagtiginda yogunluguna bagh
olarak farkli davranmiglar sergiledigini gosteriyor. Burada petrol tabakasinin
azalmasin1 biyoremediasyon yetenegi olarak algiladigimizda en dikkat c¢ekici
ornekler, oOzellikle %75°lik konsantrasyonda ham petrol tabakasinda azaltma
dolayisiyla ham petrolii parcalama etkisi olan izolatlar olarak iK2-114 ve 1K3-333
(2’ser mm) izolatlari ile IK3-331 izolatin1 (3 mm) 6ne ¢ikartmaktadir. Tiim sonuglara
bakildiginda 1K2-114, 1K3-331 ve 1K3-333 dikkat cekici izolatlar olarak
goriilmektedir. Bu izolatlarin bir arada kullanildig1 karisimlarin denenmesi belki de
her konsantrasyonda pargalayici olan bir bakteri karisiminin ve/veya hibrit bakterinin
ortaya ¢ikmasina yol agabilir.

Calismamizin sonuglari, cesitli caligmalarda petroliin bakteriler tarafindan
daha az toksik veya toksik olmayan yan {riinlere doniistiiriildiigiinii, hatta bazi
bakterilerin degradasyonu CO; ¢ikist ve H,O olusumuna kadar devam ettirebildigini
gosteren c¢aligmalar1 [Atlas and Bartha, 1992], [Obire, 1998], [Alexander, 1999],
[Kavamura and Esposito, 2010] desteklemistir.

Bakterilerin degradasyon prosesleri ve mikrobiyal varliklari; (biyokiitle
konsantrasyonu, populasyon  ¢esitliligi, enzim  aktiviteleri)  substratlarin
(fizikokimyasal karakteristikler, molekiil yapis1 ve konsantrasyon) ve cevresel
faktorlerin (pH, sicaklik, nem igerigi, yarayish karbon ve enerji kaynaklar1) oranina
baghidir. Bu parametreler substratlardaki mikroorganizmalarin ortama alisma ve

yasama periyotlarini etkiler [Boopathy, 2000].
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Bu verilerden yola ¢ikarak farkli ham petrol yiizdeleri iceren deneme
erlenlerinden bakterilerimiz 30 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra canli olarak
geri kazanilabilmistir. Ortamdaki besiyeri igeriginin sinirli bir siire bakteriye besin
kaynagi olacagini diistiniirsek, bu durum bakterilerimizin petrolii karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanabildiginin ve petroliin veya igerdigi PAH’larin toksisitesinden
kismen veya tamamen etkilenmediginin gostergesidir. Buna ek olarak, ham petroliin
bliyiik fraksiyonlarindan olan PAH’larin, 6nemli organik kirleticiler oldugu ve
organizmalar iizerinde yiiksek Ol¢iide toksik, mutajenik ve kanserojenik etkileri
oldugu diistiniildigiinde bakterilerimizin deneme siiresince (30 giin) farkli petrol
parcalama yetenekleri sergilemesi énemli bir sonugtur.

Literatiirlere gore mikrobiyal komiinitelerdeki metabolik aktivitelerin
degisimlerinin genellikle kimyasal ve fiziksel strese tepki olarak ortaya ciktigi
bildirilmistir [Mills and Wassel, 1980] ve bu goriis daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarla da desteklenmistir [Atlas, 1991]. Bu veriler 1siginda, ¢alismamizda
kullanilan bakterilerin zaman zaman duragan faza gegse de hayatini siirdiirebildigi,
canli ve saf kiiltiir halinde elde edilebildigi goriilmiistiir ve bu sonug literatiirlerle
uyumludur. Bu durum sdyle agiklanabilir; petroliin degradasyonundan sonra ortamda
hidrokarbon miktarinin artmasiyla, bu hidrokarbonlar mikroorganizmalara karbon ve
enerji kaynag teskil etmek suretiyle destek olmus ve mikrobiyal kiitlenin artmasina
neden olmus olabilir. Bu durum baglangigta ilk 1-5 giin igerisinde bakterilerin strese
girmesine, ortalama 5-15 giin i¢inde uyum saglayarak petrolden karbon ve enerji
kaynag1 olarak yararlanmasina ve buna baglh olarak enzim salgilarinin artmasina
neden olmus goriilmektedir. Yine 5-15 giin igerisinde artan ya da azalan petrol
katmani kalinliklariin farkli yonde degismesi veya sabitlenmesi, petrol ayrismasinin
stirekli olmadiginin ve bazi duragan dénemleri oldugunun gostergesi olabilir.

Yine literatiirlerde bakteri-organik madde etkilesimi ve bakteriyel kapsiiller
polisakkarit sentezi bildirilmektedir [Azam et al., 1999]. Tez c¢alismamizda
bakterilerimizde goriilen morfolojik ve koloniyal sekil farklilagmalari, adaptasyon
yetenegine bagli olarak gelismis olabilir. Buna gore calismamizin ilerleyen
giinlerinde deneme erlenlerinde tespit edilen veriler ile desteklenebilir. Calisma
boyunca tiim erlenlerdeki besiyerleri {izerinde yer alan petrol katmanimin alt
kisminda petroliin habbeler ve yumaklar seklinde toplanmis oldugu ve petrol
katmaninin yiizeyinde agilmalarin (6zellikle 1K1-81 ve IK3-333 erlenlerinde 5.

ginden itibaren) meydana geldigi goriilmiistiir. Toplanmalarin ve yiizeydeki
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acilmalarin yani1 sira 1K1-81, 1K2-140, 1K2-333 ve K-A23 erlenlerindeki petrol
katmani miktarlarinda (mm cinsinden) artiglar goriiliirken; 1K2-114, IK3-331 ve K-
A87 erlenlerinde azalmalar (bazen de artis dalgali) gozlenmistir. Artan ya da azalan
petrol katmani kalinliklarinin farkli yonde degismesi veya sabitlenmesi, petrol
ayrismasinin siirekli olmadiginin ve bazi duragan donemleri oldugunu isaret etmekte
ve meydana gelen bu degisiklikler petroliin bir sekilde bakterilerce degradasyona
ugratildigini géstermektedir.

Buna ek olarak tiim erlenlerde olusan bu petrol habbelerini ve yumaklarini
icine hapseden miisilaj yapilar ve petrol katmaninin alt kisminda bakteri kolonisi gibi
(giin gectikge kiimelenmeye de baslayan) beyaz renkli yuvarlak sekilli yapilar da
gozlenmistir. Bu miisilaj yapilarin, ham petroliin bakteriler tarafindan degrade
edilmesinde agiga c¢ikan bilesenler olabilecegi gibi, bakteriler tarafindan
olusturulmus miisilaj bir kilif oldugu da distiniilebilir. Bu habbelenmelerin, petroliin
fiziksel olarak toplanmasini saglayip deniz yiizeyinden dar ve ince gozlii aglarlar ile
toplanip uzaklastirilmasinda yardimci olabilecek gibi goriilmektedir.

Benzer olarak calismamizin ilerleyen giinlerinde 1K3-333 erleninde petrol
katmani ylizeyinde agilmalarin yani sira, yiizeyi zar goriiniimiinde sarmaya baslayan
ve giin gegtikge daha ¢ok yayilan miisilajimsi-kopiiksii tabakalagmalar ile miisilaj
adacik olusumlari da gozlenmistir. Bu olusumlar bakteri-organik madde etkilesimleri
ve bakteriyel kapsiiller polisakkarit sentezi ile iliskilendirilebilir. Yapilan literatiir
taramasinda 1K3-333’iin kapsiil olusturan bir bakteri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu sonug, Azam ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma [Azam et al., 1999] ile son
derece uyumlu goriilmektedir ve yukarida bahsetmis oldugumuz yapisal degisiklikler
ile petroliin fiziksel olarak deniz yilizeyinden uzaklastirilmasini kolaylastirabilecegi
sonuglarini desteklemektedir.

Son olarak VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal Tanimlama Sistemi sonucunda
ham petrolii parcalayabilen ve/veya ham petroliin farkli konsantrasyonlarini igeren
ortamda yasamim devam ettirebilen 7 izolatimizdan 5 tanesi; 1K2-140: Serratia
plymuthica (% 86), IK3-331: Enterococcus faecalis (% 94), IK3-333: Klebsiella
pneumoniae subsp. ozaenae (% 92), K-A23: Staphylococcus lentus (% 97), K-A87:
Staphylococcus sciuri (% 89) olarak tanimlanmistir. Geriye kalan 2 izolatimiz (IK1-
81 ve IK2-114) ise tanimlanamamustir.

Sonuglara gore 1K2-114, 1K3-331 ve 1K3-333 izolatlarimin tanimlanmast,

tanimlanmalarinin  kontrolii icin 16S rRNA diizeyinde molekiiler tiplendirmeye
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alinmas1 ve tiir diizeyinde tanimlanmas1 ve/veya belirlenen tanimlamanin kontrolii
cok elzem goriilmektedir. Calismamizin ileriki agsamalarinda bunun ivedilikle
yapilmasi ve ¢alismanin gelistirilerek 6zellikle bu 3 izolat i¢in daha detaylandirilmasi
sonucunda, kendi denizlerimizden izole ettigimiz ve petrol par¢alama ozelligi olan
bu bakterilerin patentlendirilmesi ve iilkemiz igin 6nemli bir biyoremediasyon
materyali olmast miimkiindiir.

Ham petrol ve tiirevleri kaynakli deniz kirliliginde, petrol hidrokarbonlarimin
ortamdan hizla ve minimum zararla uzaklastirilmasinda, o ortamimn yerli
bakterilerinin kullanilmasi, g¢evre sartlarina adapte bakteriler olmasi nedeni ile
stirecin hizli gergceklesmesi agisindan son derece dnemlidir ve onerilen bir metottur.
Calismamizda kendi denizlerimizden izole edip tanimladigimiz bakteriler, kendi
dogal kaynaklarimiz1 olusturmaktadir. Bu degerli kaynaklar petrol kirliligi bulunan
veya kirlilik tehdidi altinda olan denizlerimizdeki toksik maddelerin
biyoremediasyonu adina kullanilmaya adaydir.

Calismamizin, {i¢ tarafi denizlerle ¢evrili bir iilke olarak, sahip oldugumuz
kaynaklarin degerlendirilmesinde O6nemli bir adim oldugu diisliniiyoruz. Bu
calismada tanimlanan/tanimlanamayan petrol parcalayict bakterilerin var olan ve
yeni ortaya konmus bazi ozelliklerinin, yeni arastirma projeleri i¢in baslangig
vel/veya biyolojik materyal olma potansiyelleri bulunmaktadir. Buna ek olarak
genetik modifikasyonlarla bu o6zellikleri daha da gelistirip yeni suslarin ortaya
cikarilmast miimkiindiir ve yukarida da belirtildigi gibi, bu kaynaklar
patentlendirildigi takdirde lilkemize maddi olarak da kaynak saglayabilir.

Yine, diinyada petrol biyoremediasyonu iizerine yapilan g¢aligmalarin ¢ogu
toprak bakterileri tizerinedir. Genellikle bakteriler petrol sahalarindaki topraklardan
izole edilmekte ve bu amagla kullanilmaktadirlar. Ulkemizde ve diinyada,
denizlerdeki petrol Kirliligine dair bakteri ¢alismalar1 ise genellikle organik atik
ve/veya liman, tersane gibi kimyasal ve atik alan bolge izolatlar1 ile yapilmakta ve
biyoremediasyon ¢alismalari i¢in bunlar kullanilmaktadir. Bu durum, sonrasinda
kirlilik gostergesi olan bu bakterilerinde ortamdan uzaklastirilmasi zorunlulugu
nedeni ile fazladan bir maliyet getirmektedir. Bizim ¢alismamizda ise bunlardan
tamamen farkli bir bakteri kaynagi kullanilmistir. Bakterilerimiz, organik ve sehir
desarji almayan bdlgelerden, yani tamamen temiz deniz suyu kabul edilebilecek
bolgelerden ve farkli derinliklerden izole edilmis deniz bakterileridir.

Biyoremediasyon calismalarinda kullanildiklarinda ortamdan uzaklastirilmalarina
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gerek kalmaz. Bu durum o6nemli ve kullanim maliyetlerini ¢cok azaltabilecek bir
avantajdir.

Son olarak, tilkemizde bu konuya yonelik ¢alismalarda Deniz Mikrobiyolojisi
dalinda benzer bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu baglamda bu tez ¢alismasi 6zgiin

bir ¢alisma olup, pek ¢cok yeni aragtirma konusuna dnciiliik edecegi diisiiniilmektedir.
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