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OZET

Doktora Tezi

HAM PETROL KONTAMINASYONUNUN MiKROBIYAL OLARAK
BiYOREMEDIiASYONU

Mustafa Ozkan BALTACI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
Mikrobiyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Bu calismasi kapsaminda, Akdeniz, Karadeniz, Ege ve Marmara denizlerinden alinan su
orneklerine tek karbon kaynagi olarak ham petrol ilave edilerek, biyoremediasyon
potansiyeline sahip 12 bakterinin saf kiiltiirleri elde edilmistir. Daha sonra yiiksek
parcalanma aktivitesi gosteren 4 izolat secilerek, molekiiler karakterizasyonu (16S
rRNA sekans analizi) gergeklestirilmistir. Karakterizasyon sonucunda ham petrolii
parcalayan mikroorganizmalarin; Pseudomonas sabulinigri  (2), Rhodococcus
gingshengii (1) ve Alcanivorax venustensis (1) tiirlerine ait suslar olduklar
belirlenmistir. Ardindan izolatlarin biyodegredasyon kapasitelerini arttirmak amaciyla
ko-kiiltiir, azot kaynagi, inkiibasyon siiresi ve sicaklik parametrelerinin optimizasyon
caligmas1 yapilmistir. Kiigiik hacimlerde, Alcanivorax venustensis ve Rhodococcus
gingshengii bakterilerinin ko-kiiltiirlerinin, 2 g/L amonyum siilfat varliginda, 25°C’de,
12 giinde ham petrolii maksimum Seviyede parcaladigi gézlemlenmistir. Son olarak
optimize edilen kosullar altinda ham petroliin biyodegredasyonu GC-MS analizleriyle
dogrulanmistir. Yapilan GC-MS analizleri sonucunda, PB6 ve PB4 kodlu izolatlarin ko-
kiiltiirlerinin optimize kosullar altinda, C9-C12 ve C16-C29 hidrokarbonlarinin
%100’lni, C13-C15 hidrokarbonlarinin ise %85’ine yakinim1 degredasyona ugrattigi
tespit edilmistir.

2020, 77 sayfa

Anahtar Kelimeler: Izolasyon, Molekiiler karakterizasyon, biyoremediasyon, Ham
petrol



ABSTRACT

Doctora Thesis
MICROBIAL BIOREMEDIATION OF CRUDE OIL CONTAMINATION
Mustafa Ozkan BALTACI

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Microbiology

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Within the scope of this study, pure cultures of 12 bacteria which have biodegradation
potential were obtained by adding crude oil as the sole carbon source to water samples
taken from the various seas including Mediterranean, Black Sea, Aegean and Marmara.
Afterwards, 4 isolates with high degradation activity were selected and molecular
characterization (16S rRNA sequence analysis) was performed. As a result of
characterization, it was determined that microorganisms breaking down crude oil would
be the strains belonging to Pseudomonas sabulinigri (2), Rhodococcus gingshengii (1)
and Alcanivorax venustensis (1) species. Then, the optimization study of co-culture,
nitrogen source, incubation time and temperature parameters was carried out in order to
enhance the biodegradation capacities of the isolates. In small volumes, it was observed
that the co-cultures of the bacteria Alcanivorax venustensis and Rhodococcus
gingshengii degraded crude oil at maximum level in the presence of 2 g/L ammonium
sulfate, at 25 °C and for 12 days. Finally, biodegradation of crude oil under optimized
conditions was confirmed by GC-MS analysis. As a consequence of the GC-MS
analysis, it was detected that co-cultures of isolates coded with PB6 and PB4 degraded
100% of C9-C12 and C16-C29 hydrocarbons, and approximately 85% of C13-C15
hydrocarbons

2020, 77 pages

Keywords: Isolation, Molecular characterization, Bioremediation, Crude oil



TESEKKUR

Lisans, yiiksek lisans, doktora Ogrenimim ve tez c¢alismalarim siiresince
basarabilecegime her zaman goniilden inanarak beni yiireklendiren ve bu giinlere
gelmemi saglayan, engin bilgi ve deneyimleri ile bana yol gosteren, bu tezin
hazirlanmasi sirasinda yaptigim calismalarda benimle degerli fikirlerini paylasan, stresli
tez donemim boyunca bana her tiirlii kolaylig1 saglayan hocam Sayin Prof. Dr. Ahmet
ADIGUZEL’e,

Tezimin her agsamasinda siirekli iletisimde bulundugum laboratuvar ¢aligmlarim ve tez

yaziminda yardimlarini esirgemeyen, Sayin Prof. Dr. Mesut TASKIN’a

Hem sevincimi hem de hiizniimii paylastigim laboratuvar arkadaslarim, Sayin Ars. Gor.
Mehmet Akif OMEROGLU, Saym Ars. Gor. Elanur TUYSUZ ve Seyda
ALBAYRAK’a

Doktora egitimim sirasinda manevi desteklerini esirgemeyen mesai arkadaslarim Sayin

Ars. Gor. Hamid CEYLAN ve Ars. Gor. Siimeyya AKBULUT’a

Mustafa Ozkan BALTACI
Subat, 2020



ICINDEKILER

OZET ...ttt i
ABSTRACT ..o i
TESEKKUR .....coctiiitiiiieteiiieiss sttt sttt bttt ii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ......cooooiiiiiiiininisceeeeesieseienis vii
SEKILLER DIZINI.....coooiiieieiiicecee ettt viii
CIZELGELER DIZINI ....oviviviiieeeeeeeeeeeeeeee ettt iX
| R ) 021 1T 1
1.0 PEEIO oo 1
1.2. Petroliin Temel Bil@SIMi......cuuiiuiiiiiiiieiieiiie ettt 2
1.2.1. Element DileSImi......cccciiiiiiiiiiiiiieciiiiie ettt e e ire e e e e e e e e e e e nneee s 2
1.2.2. Kimyasal DIleSImI......cciueeiiiiiieiieeiieiie e 2
1.2.3. FizZIKSEl DILESIMI ...eovviiiiiiiiieiie sttt sttt 6
1.2.3.a. Yogunluk ve 0ZgUl aB1rliK ........cccvviviiiiiiiiiiiiee e 7
1.2.3.b. Viskozite (aKmazZI1K) ........oceiiiiiiiiiiiiic e 7
1.2.3.C. UGUCUIUK ...ttt ettt e e e e snbe e e snae e 8
1.3. Petrol Kirliliginin Cevreye EtKiSi ..o 8
1.4. Petrol Kirliliginin Cevreden Uzaklastirilmasinda Kullanilan Yontemler ........... 10
1.4.1. Fiziksel yONtemIEr .........ccoiiiiiiiiiiiiii e 10
141, YAKIMA. ..ot 11
LR B o T 4 1< 1 s - RSP OUPOPRPUPRT 11
1.4.1.C. Petrol DAriyerleri .......c.cooiiiiii e 12
1.4.1.d. Petrol S1YITICIIAT .....ocviiiiiiiice 12
1.4.2. Kimyasal yONtemIET .........cccooiviiiiiiiiiiieiici e 13
1.4.3. Biyolojik yONtemMIET.........ccviiiiiiiiieiiee e 14
1.4.3.a. Ex-Situ (dogal yeri disinda) temizleme yontemi...........ccooeeerveienvenneniennenn 14
1.4.3.b. In-Situ (yerinde) temizleme yONteMi .........ccoovreririeniniieieiese e 15
1.5. Biyoremediasyon (Biyolojik IyileStirme)..........cccoevvivevrriveirirereiiresseresiseesnenans 17
1.5.1. Biyoremediasyonun avantajlari ve dezavantajlart............ccoceveniienciininnnnnnns 18
1.6. Mikrobiyal Yikim (Biyodegradasyon) .........cccccoooveriiiiineiniic e 19



1.6.1. Petrol biyoyikimini etkileyen fiziksel faktrler..........cccooevviiiiiiiiiiiiciicne 20

1.6.1.2. S1CAKIIK . 20
LT 0 @ L | 1= o S S 21
LB, L.C PH et 21
L.6.1.d. BASING .ttt ettt ettt n e 21
1.6.1.e. Petroliin yapis1 ve hidrokarbon bile§imi...........cccovvivviiieiiiiiiiciicicseene 22
1.6.2. Petrol biyoyikimini etkileyen biyolojik faktorler..........cccccooveiiiiiiiiiiniienninnn, 22
2. KURAMSAL TEMELLER......coooi e 25
3. MATERYAL Ve YONTEM.........coooooviuiiieieieeeieee e enes st 30
3L MAALEIYAL. ... 30
I OO0 /<) 15 1 1<) oSSR 30
TN T = 1= YT 1= S SRS USSR 32
Bl KIHIBI . 33
315, CHNAZIAN ..o 33
R 071 11<) o TR T PR PP PP 34
3.2.1. Ornek tOPIANMAST «.....v.vveecveierireececteteseeeeeee ettt ettt sa et eeae s 34
3.2.2. Ham petrolii pargalayan bakterilerin izolasyonu...........cccoevvveeiieiiininnsniennnnn. 35
3.2.3. Izolatlarin ham petrolii par¢alama miktarlarinin belirlenmesi ......................... 35

3.2.4. En yiiksek ham petrol degredasyonu gésteren izolatlarin morfolojik,

fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin arastirilmast..........cocceeviiiiicninnnne 36
3.2.4.2. Gram DOYAMA .....oviiiiiiiiiiiieiee ettt 36
3.2.4.b. Izolatlarm gelisebildikleri tuz konsantrasyonunun belirlenmesi................... 36
3.2.4.c. Izolatlarin gelisme sicakliklarinin belirlenmesi.............ccccvvreverriererieneinnennns 37
3.2.4.d. izolatlarmn gelisebildikleri pH araliklarmin belirlenmesi ............cccccevevrnnen, 37
3.2.4.8. OKSIOAZ TESHE ... 37
3248 KAAIAZ TESTI ... e 38
3.2.5. Ham petrolii pargalayan bakterilerin molekiiler identifikasyonu..................... 38
3.2.5.a. 16S rRNA gen bolgesinin Klonlanmast ...........ccecvvviiiiiiiiiiiciiicc 38
3.2.6. Ham petrolii pargalayan bakterilerin optimizasyon ¢alismalari....................... 42

3.2.6.a. Mikroorganizmalarin ko-kiiltiirlerinin ham petroliin biyodegredasyonuna

olan etkiSinin arastirtiMast .........ccveiiiieiiiiie e 42



3.2.6.b. Farkl1 azot kaynaklarinin ham petrol biyodegredasyonuna olan etkisinin
ATASTITIIMAST ..ttt st s e b ae et e nen e 43

3.2.6.c. Sicakligin ham petrol biyodegredasyonuna olan etkisinin arastirilmast ....... 43

3.2.6.d. Inkiibasyon siiresinin ham petrol degredasyonuna etkisinin arastirilmast ....43

3.2.7. Biiytik ve kiigiik hacimlerde petrol par¢alanma oranlarinin karsilastirilmasi .. 44

3.2.8. izolatlarin GC-MS @NAlZIEri ............cvovveeeeiereieeecee e 44
4. ARASTIRMA BULGULARI ..ot 46
4.1. Ham Petrolii Parcalayan Bakterilerin 1zolasyonu ............ccocevevevevevevevieenenenenennnns 46

4.2. Izolatlarin Farkli Deniz Sularinda Ham Petrol Degredasyon Miktarlarinin
BelirleNMEST ... 47

4.3. Ham Petrolii Parcalayan Mikroorganizmalarin Morfolojik, Fizyolojik ve

Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi ..........cco.eevrieveiiireisriceesieseisseenenans 48
4.4. Ham petrolii par¢alayan mikroorganizmalarin molekiiler identifikasyonu......... 49
4.4.1. izolatlarm 16S rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonu .............cccceveevereennnnn. 49
4.4.2. Amplifiye edilen 16S rRNA gen bolgesinin klonlanmasi.........cccoceevviinnnnnn. 50
4.4.3. Izolatlarm 16S rRNA sekans analizlerine gore benzerlik oranlart................... 51

4.5. Izolatlarin Ko-Kiiltiirlerinin Ham Petrolii Par¢alama Potansiyellerinin
BEIITENMEST ..o 52
4.6. Farkli Azot Kaynaklarinin Ham Petroliin Par¢alama Potansiyeli Uzerine
EtKisinin BelirlenmMeSi..........cvoiiiiiiiiicc e 53
4.7. Sicakligi Ham Petroliin Pargalanma Potansiyeli Uzerine Etkisinin
BEITTENMEST ..o 54
4.8. Inkiibasyon Siiresinin Ham Petroliin Par¢alanma Potansiyeli Uzerine
EtKisinin BelirlenmMeSi..........cvoiiiiiiiiicc e 55

4.9. Biiytik ve Kii¢iik Hacimlerde Petrol Par¢alanma Oranlarinin

Karstlagtirtimast .........ooiiiiiiiii 56

4.10. GC-MS ANANIZIEIT ... 57
5. TARTISMA Ve SONUCQ ........ooiiiiiiiiiiii ettt 63
KAYNAKLAR ottt sttt et sr et e s be e e nteesneeebeesneeebeeas 71
OZGECMIS .ottt 78

Vi



BSA
dk
DNA
gr
IPTG

mM
PCR
RNA
RNaz
rRNA

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Bovin Serum Albumin

: Dakika

: Deoksiriboniikleik Asit

: Gram

: Izopropil p-D-1- tiyogalaktopiranosid
: Molar

: Milimolar

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Riboniikleik Asit

: Riboniikleaz Enzimi

: Ribozomal Riboniikleik Asit
: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikromolar

Vil



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.
Sekil 1.8.

SEKILLER DiZiNi

Metanin Kimyasal YapIST.......coiveiiiiiiiiiieiiieiece e 3
Etilen KImyasal YapiST .....cocuiiiiiieiiiieiiiie i 4
Asetilenin Kimyasal YapIST .....ccvivieiiiiniiiieiiie e 4
Benzenin Kimyasal yapiS1 .......ccociiiiiiiiiiiiieic e 5
Naftalenin Kimyasal Yap1ST .......ccoocveiiiiiiiiiieiiiiee e 6
Exxon Valdez (1989) kazasi sonrasi karaya vuran biiyiik deniz canlisi.......... 9
Deep Water Horizon (2010) kazasi sonrasi bir kus goriinttisti..........cc.ceeeeee 10

Denizlerde meydana gelen ham petrol kirliliginin yakma yontemiyle

GIABTTIMEST ...t 11
SeKil 1.9. Petrol Dariyerleri........ccoiv it 12
SeKil 1.10. PEtro] STYITICI.....uiiiiiiiiiiieiit et 13
Sekil 4.1. Bazi izolatlara ait petri @OTUNTHIETT .........vevviiiirieiiic e 47
Sekil 4.2. Izolatlarin 16S rRNA PCR agaroz jel goriintiisii...........ccoovurererererrenrereneennnn. 50
SeKil 4.3. MaVi-DEYAZ tarama ..........cccoveiiiieeie ettt 51
Sekil 4.4. Baz1 izolatlarin koloni-PCR sonuglart..........ccccoceveiiiiiiiiiiie e 51
Sekil 4.5. izolatlarin ko-kiiltiirlerinin ham petrolii parcalama potansiyelleri................. 53
Sekil 4.6. Farkl1 azot kaynaklarinin ham petrol biyodegredasyonuna olan etkisi .......... 94
Sekil 4.7. Sicakligin ham petrol biyodegradasyonuna olan etkisi..........ccccoocviiieninnnne 55
Sekil 4.8. Inkiibasyon siiresinin ham petrol biyodegradasyonuna etkisi ........................ 55
Sekil 4.9. Biiyilik hacimlerde optimize kosullar altinda ham petrol biyodegredasyonu..56
Sekil 4.10. Kiiciik hacimlerde optimize kosullar altinda ham petrol
DIYOdegredasyOnUe..........cccccueiieiieiicie e 56
Sekil 4.11. Biiyiik ve kiiciik hacimlerde ham petroliin degredasyon miktarlarinin
Karstagtirilmast ......ueeeiieiiiiie i 57
Sekil 4.12. Bakteri inokiilasyonu yapilmamis 6rnegin GC-MS sonuglart...................... 59
Sekil 4.13. PB6 kodlu izolatin ko-kiiltiirlerinin GC-MS sonuglart...........cccceeevveervennne. 60
Sekil 4.14. PB4 ve PB6 kodlu izolatlarin ko-kiiltiirlerinin GC-MS sonuglari................ 61
Sekil 4.15. PB4, PB6 ve PB7 kodlu izolatlarin ko-kiiltiirlerinin GC-MS sonuglari....... 62

viii



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 1.1. Hidrokarbonlarin genel siniflandirtlmast...........coooovriiiiniiiciiciieice 3

Cizelge 1.2. Oncelikli kirletici olarak bilinen polisiklik aromatik hidrokarbon

DILESIKICTT .. 6
Cizelge 3.1. Ulkemizi gevreleyen denizlere ait su drneklerinin 6zellikleri .................... 30
Cizelge 3.2. Tez calismasinda kullanilan cihazlar. ...........coocoiiiiiiiiii 34
Cizelge 4.1. Izolatlarin farkli deniz sularinda ham petrol degredasyon miktarlari......... 48
Cizelge 4.2. Izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri.................... 49

Cizelge 4.3. Izolatlarin 16S rRNA sekans analizlerine gore benzedikleri tiirler ve

DENZETTIK OTANIATT. ... oo ettt e e e e e e e e e e s 52



1. GIRIS

Petrol, yiizyillardir diinyanin en énemli enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Petrole
alternatif yeni enerji kaynaklar1 bulunmadigi siirece, bu O6neminin devam edecegi
asikardir. Bu yoniiyle de petrol diinya siyasetinde ve ekonomisinde tartisilmaz bir
Oneme sahiptir. Stratejik Onemin yani sira, petroliin taginimi, {iretimi ve kullanimi
sirasinda meydana gelen kazalar, ¢cevre agisindan 6nemli problemlerin ortaya ¢ikmasina

sebep olmaktadir.

Petrol ve iriinleri hidrokarbon tabiatinda oldugundan, denizin dogal yapisini
bozmaktadir. Bu hidrokarbonlar, toksik etkileri sebebiyle denizde yasayan canlilara
zarar vermekte, ayrica riizgarin ve akintinin da etkisiyle hizla yayilabilmektedir. Ham
petroliin ¢evreden tamamen temizlenebilmesi hemen hemen imkansizdir. Ozellikle,
denize sizan petroliin yayilimi, onleyici tedbirlerle giderilirken, dogaya verecegi tahribat
ise mevcut fiziksel ve kimyasal yontemlerle tamamen elemine edilememektedir.
Petroliin kirlettigi alanarin temizlenmesinde fiziksel ve kimysal yontemlerin yani sira,
biyoremediasyon engok tercih edilen yontemlerin basinda  gelmektedir.
Biyoremediasyon; petrol gibi toksik kirleticilerin mikroorganizmalar tarafindan
kullanilarak, H,O, CO. ve zararsiz inorganik bilesikler gibi iirlinlere doniistiiriilmesi

esasina dayanan, ¢evre dostu ve maliyeti diisiik olan bir yontemdir.

Bu calismada amacimiz; denizel ortamlarda, tanker kazalar1 sonucu ya da yapilan
sondaj caligmalar1 sirasinda meydana gelen ham petrol sizmntilarinin olusturdugu

kirliligin, mikroorganizmalar yardimiyla giderilmesidir.

1.1. Petrol

Petrol, Latincede sirasiyla tas ve yag anlamlarina gelen anlamina gelen ‘petra’ ve
‘oleum’ kelimelerinin biraraya gelmesinden olusmaktadir. Dogal olarak yer altinda

bulunan petrol, birgok hidrokarbonun birlesiminden olusmustur. Yanici 6zellikte, yogun



ve genellikle koyu renge sahip olan petrol, dogal veya rafineri yakit iiriinii olarak
kullanilmaktadir. Fosil yakitlar arasinda en 6nemli enerji kaynagi olmasinin yani sira,
kiiresel ¢evre kirleticilerinin de basinda yer almaktadir. Ham petroliin yapisinda bulunan
hidrokarbonlar, kanserojen ve toksik o6zellikleri nedeniyle ciddi ekolojik problemlere

yol agmaktadir (Sharma et al. 2015).

1.2. Petroliin Temel Bilesimi

Petrol hidrokarbonlart; karbon, hidrojen atomlarinin yani sira oksijen, azot, siilfiir ve
metal bilesiklerin bir araya gelmesiyle olusur. Fiziksel, kimyasal ve element olmak

tizere 3 temel bilesenden meydana gelir.

1.2.1. Element bilesimi

Petroliin element bilesimi, petroliin kaynagina gore biiylik farkliliklar gdstermesine
ragmen; temel olarak %75’inden fazlasini hidrokarbonlar olusturmaktadir. Petrol; %82
— %87 oraninda karbon, %11 - %15 oraninda hidrojen, %0 - %8 oraninda siilfiir, %0 -
%1 oraninda azot ve %0 - %0,5 oraninda oksijen olmak {izere 5 temel elementi
biinyesinde barindirmaktadir. Bu elementlerin karbon atomuna oranlar1 (N/C, H/C, O/C
ve S/C), ham petroliin genel karakterinin belirlenmesinde rol oynamaktadir (Speight
2007).

1.2.2. Kimyasal bilesimi

Hidrokarbonlar adlarindanda anlasilacagi {izere yanlizca hidrojen ve karbon
atomlarindan olugmakta olup, temelde aromatik ve alifatik olmak tizere iki ana baslik

altinda incelenmektedir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Hidrokarbonlarin genel siniflandirilmasi (Ozyurek 2016)

l HIDROKARBONLAR
I

ALIFATIK AROMATIK
TEK
DOYMUS DOYMAMIS HALKALI

lALKANLAR lALKENLER lALK‘INLER l BENZEN l KSILEN lNAFTALIN

a. Alkanlar: Tam karbon atomlarmin hidrojen elementleriyle tekli bag yaptigi

BITISIK
HALKALI

dallanmis ya da dallanmamis yapiya sahip organik bilesiklerdir. Alkanlarda, karbon
atomu maksimum miktarda hidrojeni bagladigi, i¢in doymus hidrokarbonlar grubunda
yer almaktadir. Genel formiilleri ise, CnHan+2 seklindedir (Sekil 1.1) (Speight 2007;
Speight and Arjoon 2012).

|
H—C—H
H

Sekil 1.1. Metanin kimyasal yapisi (Speight 2007)

b. Alkenler (Olefinler): Dallanmis ya da dallanmamis yapidaki karbon atomlari

arasinda, ¢ift bag igermeleri ile karakterize edilirler. Doymamis alkan analoglari olan



alkenler, petrol igeriginde ¢ok nadir yer alirlar (Okoh 2006). Genel formiilleri ChHo2n’dir
(Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Etilen kimyasal yapisi (Speight 2007)

c. Alkinler (Asetilenler): Genel formiilleri Cn. Han-2 0lup, yapilarinda en az bir tane
ticlii bag bulunur (Speight 2007; Speight and Arjoon 2012).

Sekil 1.3. Asetilenin kimyasal yapis1 (Speight 2007)

d. Tek Halkah Aromatikler: Fiziksel agidan diger hidrokarbonlara benzemekle
beraber, biiyiik ¢ogunlukla petrol ve komiiriin yapisini olusturur. Tek halkali aromatik
hidrokarbonlar, alti1 karbon atomundan olusan, tek bir aromatik halka icermeleri ile
karakterize edilirler. En basit yapiya sahip tek halkali aromatik hidrokarbon ise,
benzendir (Sekil 1.4) (Speight 2007; Speight and Arjoon 2012).



Sekil 1.4. Benzenin kimyasal yapis1 (Speight 2007)

e. Bitisik Halkalh Aromatikler: Petrol ve petrol tiirevleri olan ¢ok halkali aromatik
hidrokarbonlar (PAH); mutajenik, toksik ve Kkarsinojenik o&zellige sahip organik
Kirleticilerdir (Demir ve Demirbag 1999). En az iki benzen halkasmna sahip olan
PAH’lar, hidrofobik karakterdedir (Zhang et al. 2006; Varjani and Upasanai 2013).
PAH’larin, bu ozelliklerinden dolay1 suda ¢oziniirliikleri oldukga az olup, yiiksek
oranda lipofilik 6zellige sahiptirler. Yapisinda dortten az benzen halkasi bulunduran
PAH’lar, diisiik molekiil agirlikli, dort veya daha fazla benzen halkasi iceren PAH’lar
ise yiksek molekiil agirlikli ¢ok halkali aromatik hidrokarbonlar olarak adlandirilir
(Sekil 1.5) (Cizelge 1.2) (Danyi et al. 2009).
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Sekil 1.5. Naftalenin kimyasal yapisi (Bourotte et al. 2009)

Cizelge 1.2. Oncelikli kirletici olarak bilinen polisiklik aromatik hidrokarbon bilesikleri
(Bourotte et al. 2009).

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)
Naftalen (Np) Fenantren (Phe)
Asenaften (Ane) Antrasen (An)
Floren (Flr) Piren (Py)
Benzo[a]antrasen (BaA) Krisen (Chr)
Benzo[b]floranten (BbF) Benzo[k]floranten (BkF)
Floranten (Flu) Asenaftelen (Anp)
Benzo[a]piren (BaP) Dibenz[a,h]antrasen (DahA)

1.2.3. Fiziksel bilesimi

Petroliin kimyasal oOzelliklerinin yanisira fiziksel oOzellikleri de bilinmelidir. Petrol,

genellikle fiziksel ozellikleri (yogunluk, akma noktasi) ve kimyasal bilesimi (yiizdesel



hidrokarbon miktari, asfalt icerigi ve siilfiir miktar1) ile tanimlanmaktadir. Bunun
yaninda; petroliin yanma noktasi, viskozitesi, su i¢inde emiilsiyon olugturmasi ve
topraga karisimi gibi Ozellikleri de petroliin karakterizasyonu agisindan oldukc¢a 6nem
arzetmektedir. Genel olarak petrol {irlinlerinin akma noktalarinin < 0°C - > 100°C,
kaynama noktalarinin 0°C — 565°C; yogunluklarinin 0,6 - 1,3 gr/cm3; arasinda degisim
gosterdikleri bilinmektedir. Her ne kadar bu 6zellikler, ham petroliin biyoremediasyonu
bakimindan diger parametrelere oranla daha az 6nemli gibi goziikse de; petrol ve petrol
tirlinlerinin buharlagsma orani, ¢esitli sicakliklardaki akiskanlik degerleri, su iizerinde
yiizme yetenekleri ve hareket kabiliyetlerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Speight
and Arjoon 2012).

1.2.3.a. Yogunluk ve dzgiil agirhk

Bir maddenin belirli bir sicaklikta ki birim haciminin kiitlesine yogunluk denir ve
gr/cm?® birimiyle tamimlanir. Petroliin yogunlugu, 60 °F (15,5°C) sicaklik ve 1 atmosfer
basing altindaki yogunlugu olarak ifade edilmektedir. Ham petroliin yogunlugu,
petroliin kimyasal bilesiminden etkilenmektedir. Ozgiil agirlik; bir maddenin kiitlesinin
ayni birim hacimdeki suyun Kkiitlesine olan oramidir. Yogunluk ve 0Ozgiill agirlik
terimlerinin petrol endiistrisinde biiyiik 6nemi vardir. Ayn1 zamanda ham petroliin
yogunlugu, su yilizeyindeki davramigini etkilediginden, atmosferik oksidasyona maruz
kalma durumunu belirler. Ancak yogunluk ve 6zgiil agirlik kavramlar1 genis kullanim
alanina sahip olsa da; API (Amerikan Petrol Enstitiisii) yogunlugu genel olarak referans
almaktadir. Petroliin 6zgiil agirlig1 hafif ve agir petrol i¢in 0,8 (45,3 API); zift ve katran
icin 1 (10 API) civarinda degisiklik gostermektedir. Petroliin 6zgiil agirligi, yogunlugu
ve API degerleri hidrometre ve pikometre kullanilarak belirlenebilir (Speight 2007
Speight and Arjoon 2012).

1.2.3.b. Viskozite (akmazhk)

Bir akigskanin {izerine uygulanan yiizey gerilimine karsi gosterdigi dirence viskozite

denir. Ham petroliin viskozitesi sicaklik ve basinca bagli olarak genis bir aralikta



degiskenlik gostermektedir (Speight and Arjoon 2012). Sivi formda bulunan tiim petrol
fraksiyonlar1 i¢in 6nemli bir 6zellik olan viskozite, API degeriyle ters orantilidir yani
API degerinin azalmasiyla beraber viskozite artmaktadir (Denis et al. 1997; Riazi
2005).

1.2.3.c. Ucuculuk

Bir sivinin, sivi halden gaz hale gecme egilimine ya da baska bir deyisle buharlagma
yatkinligina ugucucluk denir. Petroliin buharlagsma yatkinligi, sivi petrol yakitlarinin
(benzin, LPG, kerosen, ugak yakiti, fuel oil, dizel yakit ve motorin) karakterizasyonuna
gore degismektedir (Speight and Arjoon 2012). Uguculuk, yogunluk ve kaynama
noktasi gibi fiziksel 6zelliklere baghdir. Diisiik kaynama noktasina sahip ve yogunlugu
az olan molekiillerin uguculuklar1 fazladir. Ornek olarak etanm (C2) kaynama noktast,
propana (C3) gore diisiik oldugu igin, etanin uguculugu propandan daha fazladir.
Ucguculugu fazla olan hafif molekiillerin, uguculugu diisiik olan agir molekiillere gore

yaniciligi daha yiiksektir (Daubert and Danner 1997; Riazi 2005).

1.3. Petrol Kirliliginin Cevreye Etkisi

Giintimiizde ham petrol {riinlerinin sebep oldugu kara ve denizlerde neden oldugu
kontaminasyon tiim diinyay1 ilgilendiren sorunlarin basinda yer almaktadir (Thapa et al.
2012). Petroliin taginmasi, tretilmesi, islenmesi ve kullanimi farkli seviyelerde g¢evre
kirliligine neden olmaktadir (Kvendolven and Cooper 2003). Denizlerde petroliin
arasgtirtlmasi ve sondaj1 sirasinda meydana gelen petrol kirliligi, ¢evresel ve ekonomik
sorunlara yol agmaktadir. Kirliligin ileri boyutlara ulastigi kiyr kesimlerinde yasayan
canlilarda, 6nemli oranda hidrokarbon birikimi oldugu belirlenirken, acik denizlerde
yasayan canlilarda ise birikimin ppm (parts per million - milyonda bir) veya ppb (parts
per billion - milyarda bir) diizeyinde oldugu gosterilmistir. Deniz suyunda ppm
diizeyinde bulunan petroliin besin zinciri yoluyla deniz canlilarina gectiginde ppb
diizeyine ulastigi gosterilmistir. Yapilan arastirmalarda, 10-30 ppb seviyesindeki
petroliin fitoplanktonlarda fotosentezi uyardigi, 60-200 ppb ve daha yiiksek diizeylerde



ise yavaglattigi gosterilmistir (Ceyhan ve Esmeray 2012). Petrol hidrokarbonlari,
karsinojenik, mutajenik ve norotoksik etkilerinden dolayr mikroorganizmalar, bitkiler,
hayvanlar ve insanlar tlizerinde toksik etkiye sahiptir. Bu zararli etkilerin azaltilmasi i¢in
yeni iyilestirme stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir (Biodia et al.
2010; Thapa et al. 2012; Singh et al. 2014).

Sekil 1.6. Exxon Valdez (1989) kazasi sonras1 karaya vuran biiyiik deniz canlisi
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Sekil 1.7. Deep Water Horizon (2010) kazas1 sonrast1 bir kus goriintiisii

1.4. Petrol Kirliliginin Cevreden Uzaklastirilmasinda Kullanilan Yontemler

Petrol ve petrol bazli hidrokarbonlardan kaynaklanan kontaminasyonlar, 6nemli ¢evre
ve saglik sorunlarma yol agmakta; bu nedenle meydana gelen kontaminasyonlarin
elemine edilmesi icin, yeni teknolojilerin gelistirilmesi ve uygulanmasi gereksinimi
ortaya ¢ikmaktadir (Sathiskumar et al. 2008). Bu baglamda; petrol kontaminasyonunun
giderilmesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak {izere ii¢ farkli yaklagim

bulunmaktadir.

1.4.1. Fiziksel yontemler

Cevrede meydana gelen petrol kirliliginin, fiziksel yontemler ile giderilmesi temeline
dayanmaktadir. Bu islem esnasinda, kirleticinin kontamine alandan uzaklastirilmas,
saglanmaktadir (Tan 2009). Bu yontem yaygin olarak deniz ve tatli su ekosistemlerinde

meydana gelen petrol kontaminasyonunun temizlenmesinde tercih edilmektedir.
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1.4.1.a. Yakma

Kiy1 seridinde cesitli bitki ortiisii ve moloz yiginlar1 gibi yanabilir 6zelligi yiliksek
ortamlarda meydana gelen petrol kirliliginin giderilmesinde veya kiyidan uzak
bolgelerde denize dokiilmiis olan petroliin uzaklagtirilmasinda bu yoOntem
kullanilmaktadir. Prosesin etkin uygulanabilmesi i¢in, petrol tabakasi kalinliginin 2-3
mm olmasi ve yangina dayanikli bariyerler ile g¢evrelenerek, petroliin yayiliminin
engellenmesi gerekmektedir. Ancak bu yontem, onemli 6lgiide hava Kkirliligine Yol

acarak, bitki ve hayvanlara ciddi zarar vermektedir. (Sekil 1.8) (Kulkarni et al. 2012).

Sekil 1.8. Denizlerde meydana gelen ham petrol kirliliginin yakma yontemiyle
giderilmesi

1.4.1.b. Yikama

Kiyt seridi boyunca meydana gelen petrol kirliliginin temizlenmesinde kullanilmakta
olup, yiiksek basing ve sicak su uygulamasi nedeniyle verimli habitatlarda tatbik
edilmesi uygun degildir. Insan giicii gerektiren ve zaman alan bir yéntem olmas: gibi

dezavantajlar1 da s6z konusudur (Kulkarni et al. 2012).
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1.4.1.c. Petrol bariyerleri

Deniz gibi sucul ortamlarda meydana gelen petrol kirliliginin belirli bir alanda
sinirlandirilmasi, toplanmasi ve risk altindaki bélgelerin korunmasi amaciyla kullanilan
bir yontemdir. Suyun durgun oldugu liman ve kiy1 bolgelerinde meydana gelen petrol
kirliliginin temizlenmesinde, kolaylikla uygulanabilir. Bu yontem gemi ve styirici
ekipmanlar ile hassas alanlarda biriken kirlilik ajanlarinin toplanmasi esasina dayanir
(Sekil 1.9).

Sekil 1.9. Petrol bariyerleri

1.4.1.d. Petrol siymricilar

Petrol ve yaglarin kimyasal ya da fiziksel ozelliklerini bozmadan, su yiizeyinden
toplamak amaciyla tasarlanmis mekanik ekipmanlara styirict (skimmer) denir. Deniz
ekosistemlerde meydana gelen petrol sizintilarinin  temizlenmesinde Siyiricilar
kullanilmaktadir. Gemiye monte edilmis bu sistem sayesinde durgun deniz yiizeyindeki

petroliin mekanik olarak toplanmasi saglanmaktadir. Bir siyiricinin kapasitesi, Su
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yiizeyindeki petrol tabakasinin kalinligina, ortamin sicakligina, siyiricinin hizina ve
petroliin viskozitesine gore degismektedir. Ancak bu sistemin kolaylikla tikanabilmesi,
genis petrol kontaminasyonlarinin oldugu bolgelerde, etkin bir sekilde kullaniminin
Oontinii  kesmektedir. Diger temizleme yoOntemlerine oranla, fiziksel temizleme
yontemleri, kimyasal maddelerin kullanilmamasi, ¢evreye zararin diisiik diizeyde olmasi
ve sahile vuracak petrol miktarinin azaltilmasi agisindan belirli avantajlari olmasina
karsin; yiiksek maliyet icermesi ve yogun is gilicii gerektirmesi acisindan da

dezavantajlar1 bulunmaktadir (Kulkarni et al. 2012).

Sekil 1.10. Petrol siyirict

1.4.2. Kimyasal yontemler

Organik kirleticilerin ortamdan tamamen uzaklastirilmasinda fiziksel yontemlerin

yeterli olmadig:r durumlarda, farkli temizleme yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu
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yontemlerden bir digeri de, kimyasal yontemlerdir. Agik denizlerde ve dalgal
kosullarda kullanilabilen bir yontem olan kimyasal yontemler; sentetik temizleyici
maddeler araciligiyla, Kirleticinin tamamen par¢alanmasi veya tam kat1 héle getirilerek
(plastik gibi) kolay bir sekilde toplanabilmesi prensibine dayanir. Cesitli organik
coziiciiler veya alkali soliisyonlarin kullanildigr bu yontemde ¢ogunlukla seyrelticiler
(dispersantlar) tercih edilmektedir. Siirfaktanlar1 da igeren dispersant ajanlar, petroliin
yiizey gerilimini azaltarak, su i¢inde kii¢iik parcalar halinde dagilmasina neden olur.
Dagilan petrol ise, organizmalar tarafindan, fotolitik olaylarla kolayca pargalanabilir
(Van Hamme 2000). Giiniimiizde karasal ve sucul ekosistemde meydana gelen petrol
kirliliginin gideriminde kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemlerin olduk¢a pahali
olmasi, kirleticilerin tamamen yikima ugratilamamasi ve dispersantlarin canlilara zarar
vermesi gibi dezavantajlari vardir. Bu nedenle daha uygun maliyetli, az is giicii
gerektiren, giivenilir ve dogaya dost yeni alternatif yontemlerin gelistirilmesi

gerekmektedir (Das and Chandran 2011; Kulkarni et al. 2012).

1.4.3. Biyolojik yontemler

Biyolojik yontemler; karmasik yapidaki toksik organik kirleticilerin CO2 ve H20 gibi
daha basit inorganik bilesiklere yikilmasi biyolojik yikim veya toksik organik
kirleticinin toksik olmayan bilesiklere doniisiimii esasisna dayanir (Semple et al. 2001,
Plaza et al. 2001; Singh and Chandra 2014). Bu siirecin etkin bir sekilde islemesi igin;
kontamine bolgenin analiz edilmesi, ¢evre i¢in en uygun yontemin belirlenmesi ve
kosullarin optimize edilmesi gerekir. Aerobik sartlarda daha etkin oldugu goézlenen
iyilestirme siireci temel olarak in-situ (yerinde) ve ex-situ (dogal yeri disinda)

temizleme yontemlerini esas alir (Mohapatra 2008; Ball et al. 2011).

1.4.3.a. Ex-Situ (dogal yeri disinda) temizleme yontemi

Cesitli organik atiklar ile kontamine olmus topragin yerinden alinarak uygun alanlarda
gerekli iyilestirme uygulamalarinin gergeklestigi bir siirectir. EX-sitii metodu, in-situ

yontemin uygulanamadig1 yerlesim bdlgeleri ve endiistriyel alanlarda meydana gelen
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kiiclik miktarlardaki toprak kontaminasyonlar1 i¢in uygulanabilir. Bu yontemde sicaklik,
pH, tuz ve nem gibi ¢ok sayida faktor kontrol altinda tutulabildigi i¢in yiiksek oranda
iyilesme saglanabilmektedir (Alexander 1999; Van Hamme 2000; Ceyhan ve Esmeray
2012).

1.4.3.b. In-Situ (yerinde) temizleme yontemi

Toprak ve yer alti sularinda meydana gelen kontaminasyonun temizlenmesini
hedefleyen bir yontemdir. Bu yontem, O6zellikle petrol kontaminasyonunun yogun
oldugu 15-30 cm toprak derinliginde ve dogal olarak petrol pargalama kapasitesine
sahip mikroorganizmalarin bulundugu ortamlarda yiizey temizlenmesinden sorumludur.
Yer alti biyoremediasyon siirecinde ise, devamli olarak besin ve oksijen ilavesi
yapilmasi1 gerekir (Ceyhan ve Esmeray 2012). In-situ biyoremediasyon fiziksel ve
kimyasal yontemlerin yetersiz kaldig1 genis alanlarda tercih edilmektedir. Bu yontem;
Kirleticinin tamamen pargalanmasi, ¢alisanlar igin diisiik risk olusturmasi, daha az
ekipman gerektirmesi ve diisiik maliyetli olmas1 agisindan gesitli avantajlara sahiptir
(Speight and Arjoon 2012). In-situ biyoremediasyon siireci; biyostimiilasyon ve
biyoaugmentasyon, biyohavalandirma, biyodagitma ve dogal biyoremediasyon gibi

farkli yontemler icermektedir.

Biyostimiilasyon: Organik Kkirleticilerin  biyoyitkiminda goérev alan endojen
mikroorganizmalarin liremelerinin ve metabolik aktivitelerinin, g¢esitli niitrientler, e
alicilar, pH, sicaklik, nem ve O gibi parametreler ile stimiile edildigi onemli bir
siirectir. Temel olarak bu yontem, iyilestirme yapilacak alandaki ¢evresel kosullarin
optimize edilmesi olarak esasina dayanmaktadir (Das and Chandran 2011; Thapa et al.
2012; Singh and Chandra 2014; Adams et al. 2015).

Biyoaugmentasyon (Biyolojik Arttirma): Organik Kirleticilerin daha hizli ve etkin
pargalanmasi amciyla, biyoyikim kapasitesine sahip spesifik ya da genetigi degistirilmis
mikroorganizmalarin kontamine olan bélgeye eklendigi 6nemli bir prosestir (Singh and

Chandra 2014). Ozellikle toprakta dogal olarak bulunan mikroorganizmalarin, tam
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olarak tanimlanmadigi veya iyilestirme siirecini gergeklestirebilecek metabolik
kapasiteye sahip olmadigi durumlarda bu yontemin kullanilmasi olduk¢a avantajlidir

(Thapa et al. 2012).

Biyohavalandirma: Organik bilesenlerin, endojen mikroorganizmalar araciligiyla
biyoyikimi temeline dayanir. Ozellikle kerosen, jet, benzin ve yakit gibi petrol
tirtinlerinin biyoremediasyonunda oldukg¢a etkin bir sekilde kullanilirlar (Mohapatra
2008; Das and Adholye 2012).

Biyodagitma: Sulak topraklarda bulunan organik kirleticilerin biyoyikimindan sorumlu
olan endojen mikroorganizmalarin tetiklendigi bir siirectir. Kontamine bolgeye cesitli
borular araciligiyla hava enjeksiyonu yapilarak (¢oziinen oksijen miktari yiikseltilerek)
endojen bakterilerin {ireme hiz1 arttirilmaktadir. Ozellikle dizel yakit gibi orta agirliktaki
petrol Triinlerinin uzaklastirllmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. YOntemin
etkinligi, topragin gecirgenligine baghdir (Vidali 2001; Mohapatra 2008; Das and
Adholye 2012).

Dogal Biyoremediasyon (Biyolojik Ateniiasyon)

In-situ biyoremediasyon kapsaminda; biyolojik ateniiasyon, pasif remediasyon, dogal
remediasyon veya biyolojik zayiflatma gibi farkli isimlendirmeler ile bilinen bu yontem
organik kirleticinin dogal kosullarda ¢evreden uzaklastirilmasi temeline dayanmaktadir.
Bu yontemde cevresel kosullara herhangi bir miidahale gergeklesmez. Organik
Kirleticinin tamamen yikima ugratildigi ve ya kirleticinin konsantrasyonunun azaldigi
bir siiregtir. Toprak ve yer alt1 sularinda dogal olarak bulunan mikroorganizmalar, petrol
bilesiklerini birincil enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Biyoyikim siirecinde;
ortamda dogal olarak bulunan bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalar, dogal
kosullarda organik kirleticileri tamamen parcalayarak, daha az toksik veya toksik

olmayan bilesiklerin olusumuna neden olmaktadir (Khan et al. 2004).
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1.5. Biyoremediasyon (Biyolojik Tyilestirme)

1960’1 yillarda Kaliforniya’nin Santa Barbara kiy1 seridinde meydana gelen petrol
kirliliginin temizlenmesinde, ¢esitli mikroorganizmalarin kullanildigi bilinmektedir
(Adams et al. 2015). Biyoremediasyon, petrol gibi organik kirleticilerin ¢evreden
uzaklagtirllmasinda mikroorganizmalarin ve onlarin iriinlerinin kullanildigi oldukga
onemli bir siiregtir (Leung 2004) 1980’li yillardan bu yana petrol ve diger zararh
organik atiklarin biyolojik remediasyonu olduk¢a biiyiik dnem kazanmistir (Shannon
and Unterman 1993; Adams et al. 2015). Bu siiregte s6z konusu organik kirleticiler,
CO2, H20 ve biyokiitleye doniistiiriilmektedir (Mohapatra 2008; Das and Adholye
2012). Ayn1 zamanda biyoremediasyon; oOzellikle toprakta dogal olarak bulunan
mikroorganizmalarin aktive edildigi veya biyoyikimda rol oynayabilecek metabolik
kapasiteye sahip mikroorganizmalarin ortama aktarildigi 6nemli bir stirectir. Bu siirecte,
toksik organik bilesiklerin toksik olmayan yan iriinlere donisiimiiyle birlikte,
mikroorganizmalarin sayilari normal populasyon diizeyine ulagsmakta ve buda ekolojik
dengenin bozulmadan kalmasini saglamaktadir. Baz1 durumlarda ise, ortaya ¢ikan bu
toksik olmayan yan iiriinlerden geri kazanim saglanabilir. Ozellikle uygun biyokimyasal
parametrelerin saglandigi anaerobik aritim teknolojisinde; metan bakterilerinin organik

atiklardan, metan gazi iirettikleri bilinmektedir Biyoremediasyon siirecince,

Petrol ve tiirevleri

Klor igcermeyen (dehalojenize) fenolikler ve kresoller

Dehalojenize aromatik bilesikler: Benzen, Toluen, Etil Benzen, Ksilen (BTEX)
Poliniikleer aromatik hihrokarbonlar (kreosot yagt)

Alkanlar ve alkenler (fuel oil)

Azot iceren heterosiklikler (piridin)

Klorlanmis ¢oziiciiler (kloroform)

Polikolorlanmis bifeniller (triklorobifenil)

NS N N N N N SR NN

Klorofenoller (pentaklorofenol)
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v' Herbisit ve pestisitler gibi ¢ok sayida organik Kkirleticinin mikroorganizmalar
kullanilarak farkli habitatlardan eleminasyonu hedeflenmektedir (Alexander 1999;
Ceyhan ve Esmeray 2012).

1.5.1. Biyoremediasyonun avantajlar1 ve dezavantajlari

Toksik bilesiklerin, dogal ortamda bulunan mikroorganizmalar tarafindan toksik
olmayan bilesiklere doniistiiriildiigii biyoremediasyon siirecinin Onemli avantaj ve
dezavantajlar: vardir. Bu dogrultuda; toprak ve yer alt1 sularinin iyilestirilmesi amaciyla
uygulanan biyoremediasyon teknolojisi alaninda yapilan ¢alismalar, prosesin etkin bir
sekilde uygulanabilmesinin oniinii agmaktadir (Milic et al. 2009; Singh and Chandra
2014).

Biyoremediasyonun Avantajlari

Cevreye dost, ekolojik olarak giivenli ve dogal bir siirectir.

Toksik bilesikler, zararli olmayan COz2, H20 ve yag asitlerine donustiirtliir.
Simirlandirilmis bir alanda direkt olarak uygulanabilir

Diger geleneksel yontemler ile karsilastirildiginda uygun maliyetlidir.
Uygulamada kullanilacak ekipmana ulagim olduk¢a kolaydir.

Diger yontemlere kiyasla yiizey remediasyonu i¢in gereken siire daha azdir.

Atik irlin ya ¢ok az olusur ya da hi¢ olusmaz.

AN NN T N N NN

Kirleticinin biyoyikimmi takiben besin miktarinin azalmasina paralel olarak
mikrobiyal populasyonda da diistisler meydana gelir.

v Biyoremediasyon alaninda devam eden dogal isleyiste minimal diizeyde bozulmaya
neden olur.

v Diger remediasyon teknolojileri ile birlestirilerek biyoremediasyon etkinligi

artirtlabilir (Sebiomo et al. 2011; Singh and Chandra 2014; Adams et al. 2015).
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Biyoremediasyonun dezavantajlari

v’ Siireg esnasinda, ¢evresel kosullarin stabilizasyonu gereklidir.

v' Disiik ¢Oziinlirlige sahip organik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarinda
mikrobiyal etkinlikte azalma gozlemlenebilir.

v Gegirgenligi yiiksek toprak ve kanallarda uygulanabilirligi daha yiliksekken,
gecirgenligi diislik topraklar i¢in uygun bir yontem degildir.

1.6. Mikrobiyal Yikim (Biyodegradasyon)

Petrol hidrokarbonlarinin ¢evreden uzaklastirilmasinda, mikrobiyal yikim (biyoyikim)
en onemli ve temel mekanizmalarin basinda yer almaktadir (Das and Chandran 2011).
Biyoyikim; mikroorganizmalar tarafindan petrol hidrokarbonlar1 gibi gesitli kimyasal
bilesiklerin enerji, hiicre kiitlesi ve biyolojik {riinlere doniistiiriilmesi olarak
tanimlanmaktadir (Zhang et al. 2005). Yaklasik 80 yildir belirli enzimatik kapasiteye
sahip mikroorganizmalarin, petrol ve petrol hidrokarbonlarini karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanarak biyoyikima ugratabildikleri bilinmektedir (Thapa et al. 2012).
Mikroorganizmalara ait saf kiiltiirlerin, petrol gibi tek bir karbon kaynagi iizerinde
gelisim gostermesi, mikroorganizmanin mikrobiyal yikim yetenegini isaret etmektedir
(Agwu et al. 2013). Hidrokarbon biyoyikiminin ilk agamasi i¢in oksijenazin, dolayisiyla
serbest oksijenin ortamda bulunmasi gerekir. Monooksijenaz aracilig ile alkanlardan
olusan alkol ilk 6nce aldehite son olarak yag asitlerine kadar oksitlenir. Bu agsamadan
sonra yag asitleri fB-oksidasyon yolu ile tamamen yikilir (Okoh 2006). Biyoyikim
stirecinde olusan asetil-CoA, sitrik asit (TCA) dongiisiine girerken, elektronlar ETS
tizerinden son elekton alicisina aktarilir. Dongii  hidrokarbonlarin  CO2’ye
oksitlenmesine kadar devam eder. Benzen, toluen, naftalen ve ksilen gibi aromatik
hidrokarbonlar aerobik kosullarda biyoyikima ugrarlar. Funguslar bu siirecte,
karsinojenik etki gosteren yan Triinlerin olusumuna sebep olurken, bakteriler ise
aromatik  hidrokarbonlar1  detoksifiye edebilmeleri ve Kkarsinojenik madde
olusturmamalarindan dolay1 biyoyikimda daha etkin olarak tercih edilirler (Ubalua
2011; Peixoto et al. 2011).
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Hidrokarbon biyoyikimi; petroliin hidrokarbon igerigine, ¢evresel kosullara ve
mikrobiyal topluluga bagli olarak gergeklesmektedir (Ubalua 2011). Biyoyikim
stirecinin daha etkin ve hizli gergeklesebilmesi igin; mikroorganizmalar i¢in optimal
sicaklik, basing, besin, nem, oksijen ve pH gibi cevresel parametrelerin saglanmasi

gerekmektedir (Singh and Chandra 2014).

1.6.1. Petrol biyoyikimin etkileyen fiziksel faktorler

1.6.1.a. Sicakhik

Sicaklik, petroliin fiziksel yapisi, petrolde bulunan hidrokarbonlarin bilesimi,
mikrobiyal populasyonun ¢esitliligi ve mikroorganizmalarin hidrokarbonlar1 metabolize
etme hizlart tlizerinde etki gostermektedir. Sicaklik ayni zamanda petrol
hidrokarbonlarinin ¢6ziinebilirligi iizerine de etkilidir. Petrol hidrokarbonlarinin
biyoyikimi genis sicaklik araliginda gergeklesebilmesine karsin, sicakligin diismesi ile
beraber biyoylkim hizinda da genellikle diisiis gergeklesmektedir. Ozelikle diisiik
sicakliklarda petroliin viskozitesi artmakta, toksik yapidaki diisiik molekiil agirlikli
hidrokarbonlarin uguculugu azalmakta bu durum mikroorganizmalar icin toksik etki
yaratmaktadir. Boylesi toksik bilesiklerin petroliin igeriginde bulunmasi, petrol
biyoyikiminin baglamasinda gecikmeye neden olmaktadir. En yiiksek biyoyikimin
toprakta 30 - 40°C’de, tath sularda 20 - 30°C’de ve deniz suyunda 15 - 20°C’de
gerceklesmektedir. Hidrokarbon biyoyikimi psikrofilik, mezofilik ve termofilik kosullar
gibi genis sicaklik araliginda meydana gelmektedir. Mezofilik mikroorganizmalar
tarafindan petrol hidrokarbonlarinin biyodegredasyonuna ait ¢ok sayida calisma
bulunmasina karsin, psikrofilik kosullarda yasayan mikroorganizmalarin da
biyoyikimda rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bu bilgilere ek olarak, 70°C gibi termofilik
kosullarda hidrokarbon biyoyikiminin gerceklestigi ortaya konulmustur (Atlas 1995;
Okoh 2006; Das and Chandran 2011; Ubalua 2011; Dindar vd 2013; Delille et al.
2014).
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1.6.1.b. Oksijen

Petrol gibi organik kirleticilerin ¢ogunlukla hizli bir sekilde biyoyikima ugratildigi
stire¢, aerobik kosullarda gergeklesmektedir (Das and Chandran 2011). Molekiiler
oksijenin anahtar rol oynadigi aerobik kosullarda gerceklesen biyoyilkim siireci
substratin okijenaz ile oksitlenmesi ile baslar. Hidrokarbonlarin aerobik katabolizmasi,
oksijenin son elektron alicisi olarak bulunmast nedeniyle olduk¢a hizlhi
gerceklesmektedir. Aerobik biyoyikim siireci kadar etkili olmayan anaerobik biyoyikim
slireci ise, siilfat indirgeyen bakteriler gibi ¢esitli inorganik bilesikleri son elektron
alicis1 olarak kullanan anaerobik bakteriler tarafindan katalizlenmektedir. Aerobik
kosullarda gergeklesen biyodegredasyon siireci olduk¢a hizli ilerlemesine ragmen;
Ozellikle ¢amurlu alanlar ve yer alti sulari gibi oksijenin yetersiz oldugu gevre
kosullarinin temizlenmesinde anaerobik biyoyikim siireci biiylik 6nem tasimaktadir

(Ubalua 2011; Peixoto et al. 2011).

1.6.1.c. pH

Mikrobiyal biyoyikim siirecindeki 6nemli parametlerin basinda pH gelmektedir. Petrol
hidrokarbonlarinin biyoyikimi genellikle ndtral pH araliginda gerg¢eklesmesine ragmen,
organik Kkirleticileri igeren asidik pH kosullarinda da bu prosesin gerceklestigi
bilinmektedir. Ozellikle, heterotrofik asidofil mikroorganizmalarin, petrol ile kontamine
olmus asidik drenaj sular1 gibi agir metal ve gesitli organik kirleticileri iceren ¢evre

kosullarinda da, oldukga etkili olduklar1 gosterilmistir (Ball et al. 2011; Qin et al. 2012).

1.6.1.d. Basing

Biyoyikim siirecinde basincin artmasi, mikroorganizmalarin substrati kullanma
potansiyelini arttirmakta bu da, biyoyikim oraninin yiikselmesine sebep olmaktadir.
Ozellikle sucul ortamda bulunan agir petrol (viskozitesi yiiksek), hafif petrol
(viskozitesi diisiik) petrol kadar petrol-su ara ylizeyine tamamen yayilamaz. Bu durum

iki faz arasindaki temas ylizeyinin az olmasina neden olmaktadir. Ancak ortamda artan
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basing ile beraber, petrol akuatik faz yiizeyine ince bir tabaka seklinde yayilmakta, bu
da, fazlar arasindaki temas yiizeyinin artmasina ve petroliin mikrobiyal yikima elverisgli

hale gelmesine neden olmaktadir (Darvishi et al. 2011).

1.6.1.e. Petroliin yapisi ve hidrokarbon bilesimi

Petroliin yapis1 ve hidrokarbon igerigi de bir diger 6nemli parametredir (Das and
Chandran 2011). Petroliin yapisinda bulunan hidrokarbonlar; alkanlar (normal ve izo),
sikloalkanlar ve aromatikler olarak smiflandirilirlar (Okoh 2006). Petroliin temel
yapisint olusturan bu hidrokarbonlarin mikrobiyal biyoyikima karsi duyarliliklart diiz
alkanlar > dalli alkanlar > kii¢iik aromatikler > siklik alkanlar olarak siralanmaktadir.
Ozellikle kisa ve uzun zincirli alkanlar (C10 ve C20-C40) ile PAH’larin biyoyikimi
oldukga zordur (Yuste et al. 2000). Diistik molekiil agirlikli PAH’lar ugucu, ¢oziinebilir
ve vyiilksek molekiil agirlikli bilesiklere gore daha kolay yikima ugratilabilir
ozelliktedirler. Bir¢ok bakteri, diisiik molekiiler agirliga sahip PAH’lar1 karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanabilir. Yiiksek molekiil agirlikli PAH’lar ise topraga ve gesitli
sedimentlere siki bir sekilde baglanarak mikrobiyal yikima karsi direng gosterirler.
Boylece dogada uzun siire yikilmadan kalabilirler. PAH’lar yiliksek molekiil agirliklar
ve hidrofobik yapilar1 nedeniyle tiim hiicrelere toksik etki gostermektedir (Mrozik et al.
2003).

1.6.2. Petrol biyoyikimim etkileyen biyolojik faktorler

Petrol hidrokarbonlari; bakteri ve funguslar basta olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan biyoyikima ugratilabilmektedir (Hamzah et al. 2010) Benzer sekilde
siyanobakterilerin de biyoyikimda rol oynadiklari bilinmektedir (Okoh 2006). Petrol
gibi cesitli kimyasal organik kirleticilerin mikroorganizmalar tarafindan hiicreye alinma
ve metabolize edilme derecesi olarak ifade edilen biyoyararlanim; diger fiziksel ve
biyolojik faktorlere bagli olarak da degiskenlik gostermektedir (Harms et al. 2010).
Petrol biyoyikiminda; Nocardia sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.,

Flavobacterium sp., Micrococcus sp., Arthrobacter sp., Corynebacterium sp.,
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Achromobacter sp., Rhodoccocus sp., Alcaligenes sp., Mycobacterium sp., Bacillus sp.,
Marinobacter sp., Alcanivorax sp., Microbulbifer sp., Sphingomonas sp., Cellulomonas
sp., Dietzia sp. ve Gordonia sp. gibi cinslerin etkili olduklar1 gésterilmistir (Okoh
2006). Yapilan arastirmalarda; Bacillus. megaterium, Pseudomonas. putida,
Micrococcus luteus, Brevibacilus brevis, Bacillus pumilus ve E. aerogenes’in de
hidrokarbon biyoyikiminda etkin tiirler olduklar1 gosterilmistir (Ojo 2006; Boboye et al.
2010; Agwu et al. 2013; Sawadogo et al. 2014).

Petrol biyoyikiminda etkin rol oynayan funguslarin basinda; Aspergillus sp., Penicillium
sp., Fusarium sp., Amorphoteca sp., Neosartorya sp., Paecilomyces sp., Talaromyces
sp., Graphium sp., Candida sp., Yarrowia sp.ve Pichia sp. cinsleri gelmektedir
(Chaillana et al. 2004). Sahip olduklar1 farkli metabolik 6zellikler ile bakteriler, petrol
kirliliginin c¢evreden uzaklastirilmasindaki en etkin ajanlarin basinda yer almaktadir.
175’den fazla bakteri cinsinin yalnizca hidrokarbonlari veya farkli besinler ile karmagik
halde bulunan hidrokarbonlart biyoyikima ugratabildikleri bildirilmistir. Bakteriler
ozellikle petroliin yapisinda bulunan hidrokarbonlari; toksik, tehlikeli olmayan son
iriinlere kadar metabolize edebilme kapasitesine sahiptirler. Petrol kirliliginin
biyoremediasyonunda, uygun metabolik kapasiteye sahip mikroorganizmalarin ortamda
bulunmasi biyoyikim i¢in ilk sarttir. Dogal kosullarda hidrokarbon etkisine maruz
kalmis ve adapte olmus mikroorganizmalarin ¢ok kisa silirede yiiksek biyoyikim
etkinligi gosterdikleri bilinmektedir (Adams et al. 2015). Petrol ile kontamine olmus
topraklarda bulunan endojen bakterilerin, petrol ile kontamine olmamis topraklarda
dogal olarak yasayan bakterilere gore petrol biyoyikim kapasitesinin ¢ok daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (Selvakumar et al. 2014; Al-Sayegh et al. 2015). Petrol ile
kontamine olmus topraktan izole edilen bakterilerin basinda; Bacillus sp., Lactobacter
sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., K. pneumoniae, Enterobacter sp., Escherichia
sp., Micrococcus sp., Corynebacterium sp., Flavobacterium sp., Achromobacter sp.,
Nocardia sp., Mycobacterium sp., Alcaligenes sp., Zoopage sp. ve Articulosporium sp.
suslar1 gelmektedir (Boboye et al. 2010; Eraydin vd 2012; Latha and Kalaivani 2012).



24

Cevrede meydana gelen petrol kirliliginin ardindan, toprakta biyodegredasyonda rol
oynayan genlere sahip plazmitleri igeren, endojen bakteri populasyonunda ciddi artiglar
gozlemlenmektedir. Biitiin canlilarda oldugu gibi bakterilerde de genetik bilgi DNA’da
depolanmaktadir. Ancak bakterilerde genetik bilgi kromozomal ve plazmit olmak iizere
iki farkli formda bulunmaktadir. Plazmitler, biyoremediasyon siirecinde cesitli
metabolik yollarin aktivasyonu i¢in gerekli olan enzimleri kodlayan genleri
icermektedir. Toleun, naftalen, salisilik asit ve oktan gibi c¢esitli hidrokarbonlarin
biyoyikiminda rol oynayan enzimlerin plazmit tarafindan kodlandigi gosterilmistir.
Boylece katabolik etkinlige sahip bu plazmitler, bakterilerin belirli organik bilesikleri
biyoyikima ugratma yetenegine sahip olmasi agisindan Onemlidir. Klebsiella.,
Alcaligenes, Acinetobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, Moraxella ve Arthrobacter
gibi cinslerde katabolik plazmitin varlig1 gosterilmistir. Plazmitler, 6zellikle biyoyikim
kapasitesi arttirllmig rekombinant veya genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin
gelistirilmesinde olduk¢a Onemlidir (Akpe et al. 2013). Bakteriler iirettikleri
biyosiirfektanlar ve ¢esitli emiilsifiye edici maddeler ile petroliin hiicreye alinimini ve

biyoyikimini kolaylastirmaktadir (Al-Sayegh et al. 2015).
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2. KURAMSAL TEMELLER

Bu tez calismasi kapsaminda faydalanilan ulusal ve uluslararasi literatiirden konumuzla

yakindan ilgili olan arastirmalar tarih sirasina géz Oniine alinarak asagida 6zetlenmistir.

Das ve Murkherjee (2007) tarafindan Kuzey Dogu Hindistan'da petrol ile kirletilmis
topraklardan alinan Orneklerle yapilmig olan bir inceleme sonucunda; ham petrol
hidrokarbonlarin1 parcalama yetenegi olan 3 bakteri (Bacillus subtilis DM-04,
Pseudomonas aeruginosa M ve Pseudomonas aeruginosa NM) izole etmislerdir. Bu 3
bakteri, ham petrol bulasmis toprak ile muamele edilerek 120 giinliik inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda petrol hidrokarbonlar1 seviyesinde ciddi bir
diisiisiin meydana geldigini bildirmislerdir. Calisma neticesinde arastiricilar; Bacillus
subtilis DM-04 ve Pseudomonas aeruginosa M ve NM suslarinin dogal ortamlarda

biyoremediasyonda etkin olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Mirdamadian et al. (2010) tarafindan petrol ile kontamine topraklardan izole edilen
Pseudomonas, Rhodococcus, Micrococcus ve Bacillus cinslerine ait tiirlerin, petrol ve
baz1 aromatik hidrokarbonlarin varliginda biiylime yetenekleri belirlenmistir. Ayrica
izolatlarin gevreye toksik etki gosteren cesitli aromatik hidrokarbonlar1 pargalayabildigi
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu tiirlerin plazmit profilleri belirlenerek bu plazmitlerin

hidrokarbon degredasyonunu etkileyebilecegi bildirilmistir.

Prakash et al. 2014 tarafindan yapilan arastirmada; Hindistan'in Meerut bolgesinde
petrol ile kontamine olmus topraklardan ham petrolii degrede edebilme yetenegine sahip
bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmis olup, bu alanlardan elde edilen
tirlerin Bacillus sp., Pseudomonas sp., ve Micrococcus sp. oldugu bildirilmistir. Yine
arastirmalar1 sonucunda; izolatlarin dizel, benzen, anthracene, toluen ve naphthalene
gibi petrol hidrokarbonlarini pargalama 6zelligi gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica
izolatlarin ko-kiilterleri hazirlanmis ve bu karistmin petrol hidrokarbonlarini pargcalama

potansiyeli belirlenmistir. Buna gore, Pseudomonas sp. APHP9’in diger suslara oranla



26

daha iyi parcalama performansina sahip oldugu saptanmistir. Benzen ve toluenin ise
izolatlarin tGg¢lii ko-kiiltiirleri tarafindan maksimum diizeyde parg¢alandigi bildirilmistir.
Calisma sonucunda; Bacillus sp. APHP6, Pseudomonas sp. APHP9, Pseudomonas sp.
APBP1, Micrococcus sp. APIO4 ve tg¢lii ko-kiiltiiriin, benzen igeren besi ortamlarinda
sirastyla %54.8, %60.2, %40.9, %32.5 ve %66.2 parcalama sagladigi ve dizel igeren
ortamlarda ise sirasiyla %61.2, %68.4, %53.7, %39.3 ve %75.5 oranlarinda

par¢alanmanin oldugu belirtilmistir.

Kavynifard et al. (2016), Dagang Petrol Sahasi'ndaki ham petrolle kirlenmis
topraklardan izole ettikleri Y-1 kodlu bakterinin, ham petroliin biyolojik
parcalanmasindaki potansiyel etkisini arastirmistirlardir. 16S rRNA dizilerinin analizine
gore, Y-1 susu, Bacillus licheniformis olarak tanilanmistir. Ardindan pH, sicaklik ve
tuzluluk gibi biiylime parametreleri optimize edilmis ve 5 giin icinde ham petroliin
uzaklagtirllmasinda 9%60,2 oraninda bir bozulma gozlenmistir. Y-1 susu, yiksek
tuzluluk, alkalilik ve sicakliga gii¢lii tolerans géstermis, bu nedenle de, Y-1 susunun
55°C’de ham petrol kirletici biyolojik 1slah alaninda 6nemli bir rol oynayabilecegi

bildirilmistir.

Gupta (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise; petrol ile kirlenmis topraklardan
MJAGI1501, MJAG1502, MJAG1503, MJAG1504 ve MJAG1505 kodlar1 verilen 5
bakterinin izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu izolatlar 10 giin boyunca %5 oraninda
motor yag1 iceren Mineral Salt Medium besiyerinde inkiibe edilmis ve petrol par¢alama
potansiyelleri belirlenmistir. Buna gore MJAG1505 kodlu izolatin en yiiksek pargalama
aktivitesine sahip oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan identifikasyon ¢aligmalari

sonucunda MJAG1505 kodlu izolatin Bacillus megaterium oldugu ifade edilmistir.

Frometa et al. (2017) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, Deep Water Horizon kazasinin
meydana getirdigi kirliligin temizlenmesinde kullanilan dispersantlarin, bir deniz bitkisi
olan Swiftia exserta iizerine toksik etkisi arastirilmistir. 96 saatlik toksisite deneyleri
sonrasinda, Corexit ve CEWAF dispersantlarinin derin su bitkileri {izerine toksik etki

gosterdigini bildirmislerdir.
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Tian et al. 2018 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, petrol kirliligi olan Cin'in Bohai
Korfezi'nden, su aritimi ic¢in hidrokarbonlar1 parcalayan alti tane bakterileri izole
etmistir. Yapilan karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda bu bakterilerin Pseudomonas

ve Bacillus cinslerine ait olduklarini bildirmislerdir.

Godini et al. (2018) Iran'daki petrol ihracat1 icin en énemli limanlardan biri olan Kharg
Adasi'ndan toplanan Orneklerden ham petrolii degrede etme yetenegine sahip
bakterilerin, izolasyonu gerceklestirmistir. izolatlar1 karakterize etmek igin hem
biyokimyasal testler hem de 16S rRNA gen sekans analizi yapilmistir. Deneyler, tek
karbon olarak %2 ham petrol igceren bir mineral tuz ortaminda yapilmis olup, izole
edilen suslarin Brevibacillus sp., Microbacterium oxydans, Pseudomonas sp.,
Staphylococcus arlettae, Staphylococcus warneri, Methylobacterium persicinum ve
Achromobacter xylosoxidans olarak tanilamistir. Izolatlarin ODgoo degerlerine bakilarak
biiylime oranlart belirlenmistir. Buna gére Pseudomonas sp.’nin en yiiksek biiyiime

oranina (ODego: 0,8) sahip oldugu tespit edilmistir.

Bacosa et al. (2018) yaptiklart ¢alismada, Deep Water Horizon (DWH) patlamasi
sonucunda, Meksika Korfezi'ne salinan 200 milyon galonluk petroliin %4,9'unun deniz
tabaninda biriktigini bildirmislerdir. DWH sahasindan topladiklar1 6rneklerden, ham
petroliin bozulma potansiyelini ve bakteri topluluklarinda meydana gelen degisiklikleri
arastirmiglardir.  Yapilan  metagenomik  calismalara  gore, hidrokarbonlarin
bozunmasiyla, Colwelliaceae, Alteromonadaceae, Methylococales, Alcanivorax,
Bacteriovorax ve Phaeobacter cinslerinin dikkat c¢ekici bir sekilde arttigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte, ham petrolii pargalayan bakteriler petroliin kimyasin
degistirdikce, Colwelliaceae cinsinin sayis1 azalirken, Alcanivorax ve Metilococcales

cinslerinin miktarinin énemli 6l¢iide arttigini tespit etmislerdir.

Kumari et al. (2018), Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobactrum anthropi,
Pseudomonas mendocina, Microbacterium esteraromaticum ve Pseudomonas
aeruginosa'in ham petrolde bulunan g¢oklu polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 (PAH)

parcalama yeteneginin oldugunu bildirmislerdir. Hindistan'm Digboi petrol
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rafinerisinden alimman ham petrol Ornekleri kullanirak, hazirlanan besiyerlerinde
oncelikle bu mikroorganizmalarin tekli kiiltiirleri, daha sonra ko-kiiltlirleri denenmis

olup, ko-kiiltiirdeki parcalanmanin %10 daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Elumalai et al. (2019), yaptiklar1 ¢alismada, Bushnell Haas Broth besiyerinde karbon
kaynagi olarak sadece ham petrol kullanarak, Bacillus ve Geobacillus cinslerine ait
dokuz bakteri izole etmislerdir. Bunlardan en yiiksek biyodegradasyon etkinligi
gosteren izolatlarin, MN6 (%82), IR4 (%94) ve IR2 (%87) oldugu bildirilmistir. Ayrica
bu bakterilerin alkan hidroksilaz, alkol dehidrojenaz ve lipaz gibi katabolik enzimleri
tirettikleri tespit edilmistir. Bu enzimlerin ham petrol biyodegredasyonda rol aldigi

gozlemlenistir.

Strelitz et al. (2019), 2010 yilinda meydana gelen Deepwater Horizon petrol
kazasindan kaynaklanan kimyasal, fiziksel ve psikolojik stres faktorlerine maruz kalan
insanlarda koroner kalp hastaligiin (KKH) gelistigini bildirmislerdir. Meksika
Korfez’ine yakin yerlesim yerlerinde yasayan insanlarin uzun siireli takibi sonucunda
petrol sizintist ¢alisanlar1 arasinda meydana gelen KKH degerlendirilmistir. 5 yil
boyunca siiren takip sonucunda petrol sizintisina yakin yerlerde yasayan ve
temizlenmesinde c¢alisan insanlarin, sizintinin uzagindakilere oranla kalp hastalik

riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Fakhrzadegan et al. (2019), yapmis olduklart ¢aligmada, Mangrovlarin kara, deniz ve
nehirler arasindaki gecis bolgelerinde bulunduklarini bildirmis olup, etrol en yaygin
cevresel Kkirletici olan petrol hidrokarbonlari ve petrol dokiintiilerinin mangrov
ormanlart i¢in biiyiik bir tehlike olusturdugunu vurgulamiglardir. Yine aymi ¢alismada
Basra korfezinde bulunan Mangrov ekosisteminden 6rnekler (bitki, tortu ve deniz suyu)
toplanarak ~ ham  petrolii =~ parcalayan = mikroorganizmalarin  izolasyonunu
gerceklestirilmistir. Ham petrol degredasyonu gosteren bakterilerin, bitki koklerinde,
torul ve deniz suyuna oranla daha fazla oldugunu tespit edilmistir. Yapilan 16S rRNA

sekans analizleri sonucunda izole edilen bakterilerin, Vibrio sp. NW4, Idiomarina sp.
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BW32, Kangiella sp. DP40, Marinobacter sp. DW44, Halomonas sp. BS53 ve Vibrio
sp. DS35 oldugu bildirilmistir.

Omarova et al. 2019 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, petroliin deniz bakterileri
tarafindan biyolojik olarak pargalanmasi, petrol kirliliginin giderilmesinin 6énemli bir
yolu oldugunu bildirmislerdir. Alcanivorax borkumensis bakterisinin ham petrol
biyodegredasyon miktarin1 optik ve yiiksek ¢oziintirliiklii kriyojenik tarama elektron
mikroskobu kullanarak analiz etmislerdir. 3 giin boyunca inkiibe edilen bakteri
kiiltiirlintin, ham petrol tabakalarini orta derecede (%40-50) dagitabildigini ve bu
nedenle petrol sizintilarma karst bu  mikroorganizmanin  kullanilabilecegini
gostermiglerdir. Ticari dispersant olan Corexit 9500A'nin dispersiyon etkinliginin, bir
mikrobiyal biyofilm varliginda yaklasik %25 azaldigim tespit etmiglerdir. Mikrobiyal
kiiltiir tarafindan heksadekanin yaklagik %90'mmin 5 giinliik siirede degrede oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu g¢alisma sonucunda, ham petrol kirliliginin temizlenmesinde,
dispersantlar yerine bakteriyel kiiltiirtin kullanilmasi ¢evresel agidan ¢ok daha

stirdiiriilebilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada, Batman Petrol Rafinerisi’nden alinan ham petrol 6rnekleri ile Akdeniz,
Karadeniz, Ege ve Marmara’dan temin edilen su ornekleri kullanilmistir. Alinan
ornekler uygun kosullar altinda loboratuvara gertirildi ve pH degerleri oOlgiilerek
kullanilincaya kadar oda sicakhiginda saklandi. Orneklemenin yapildigi denizlerimize

ait sicaklik pH ve tuzluluk oranlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ulkemizi ¢evreleyen denizlere ait su drneklerinin 6zellikleri

Sicaklik (°C) pH Tuzluluk (%)  Alindig sehir
Akdeniz 30-16,5 8,2-8,4 3,9 Antalya
Karadeniz 27-12 7,8-8,4 2,5 Samsun
Ege 29-16 7,98-8,3 3,8 [zmir
Marmara 26-10 6,8-8,1 35 Istanbul

3.1.2. Cozeltiler

1XTAE Tamponu

Agaroz jel elektroforezinde kullanilmak tizere, 100 ml 10XTAE tamponundan alindi ve

hacmi saf su 1000 m1’ye tamamlandi.

Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (100 mM)

Kalsiyum kloriir, klonlama ¢alismalarinda kullanilmak tizere, 100 mM olacak sekilde

(1,11 gr CaClz, 100ml saf su iginde ¢oziiliir) hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin agzi
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pamukla kapatilarak otoklavlandi ve kullanilincaya kadar buzdolabinda (+4°C)
bekletildi.

Amfisilin Cozeltisi

Amfisilin, klonlama calismalarinda kullanilmak tizere, 20 mg/ml olacak sekilde steril
saf su ile hazirlandi ve 0,22 pm capli milipor filtreden gecirilerek, steril edildi. Daha

sonra bu ¢ozelti kullanilincaya kadar, -20°C’de muhafaza edildi.

X-Gal Cozeltisi

Klonlama calismalarinda kullanilmak iizere, 40 mg X-gal tartilip, 1 ml dimetilformamid
icerisinde ¢oziindii. Ardindan 151k almayacak sekilde aleminyum folyo ile sarilarak, -

20°C’de kullanilincaya kadar bekletildi.

IPTG Cozeltisi

Klonlama ¢alismalarinda kullanilmak tizere 23,8 mg/ml IPTG tartilarak, steril saf su ile
¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 0,22 pum capli milipor filtreden gegirilerek, ¢ozelti

kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Lugol Cozeltisi

Bakterilerin gram &zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmak {izere; 1 gr iyot ve 2 gr

KCl tartilip, son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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Safranin Cozeltisi

Bakterilerin gram 6zellikllerinin belirlenmesinde kullanilmak tizere; 1 gr safranin
oncelikle 10 ml %96’lik EtOH’da ¢6zindi ve son hacim 100 ml olana kadar saf su ilave
edildi.

Kristal Violet Cozeltisi

Bakterilerin gram 6zellikllerinin belirlenmesinde kullanilmak iizere; 2 gr kristal violet
oncelikle 20 ml %96°lik EtOH’da ¢oziindii ve son hacim 100 ml olana kadar saf su

eklendi.

%0,9’luk NaCl Cozeltisi

Bakterilerin izolasyonu asamasinda kullanilmak iizere, NaCl (0,9 g) tartilip, 100 ml saf

su icerisinde ¢ézlinmesi saglandi.

3.1.3. Besiyerleri

Triptic Soy Agar (TSA) (Oxoid CM0131)

TSA besiyerinden 40 gr tartilip, 1 L distile su i¢eresinde ¢dziindiikten sonra, 121°C’de
15 dk siire ile otoklavlandi. Bir miktar soguduktan sonra, steril kabinde petrilere
dokiildi.

Triptic Soy Broth (TSB) (Oxoid CM0129)

TSB besiyerinden 25 gr tartilip, 1 L distile su iceresinde ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15

dk siire ile otoklavlandi.
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Luria Bertani (LB) Broth (Sigma L2542)

Luria Bertani Broth besiyerinden 20 gr tartilip, 1 L distile su igerisinde ¢oziindiikten
sonra, 121°C’de 15 dk siire ile otoklavlandi.

Luria Bertani (LB) Agar (Sigma L2897)

Luria Bertani Agar besiyerinden 35 gr alinip, 1 L distile su igerisinde ¢oziindiikten
sonra, 121°C’de 15 dk stire ile otoklavlandi.

3.1.4. Kitler

Calismasi1 kapsaminda, pGEM-T Easy Vector System: (Promega-A1360); Wizard Plus
SV minipreps DNA prufication System: (Promega-A1330); Promega WizardR Genomic
DNA Purification Kit (A2360) kitleri kullanilmastir.

3.1.5. Cihazlar

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Marka/Model
Inkiibator Thermo
Calkalamal1 inkiibator Zhicheng - ZHWY2102C
Santrifiij Hettich Mikro 220 R
Calkalamali Su Banyosu Memmert WNB14
Mikroskobik Goriintiileme Sistemi Lecia — Samsung
-86°C Dondurucu Glacier Ultralow Freezer’s
Otoklav Hirayama
Saf Su Cihazi mpMiniPure DestUp
Spektrofotometre Beckman Coulter DU-730
Nanodrop Thermo — MultiscanGo
PCR Cihazi Senso Quest-Labcycler
Jel Goriintiileme Sistemi VILBER LOURMAT-Quantum
pH Metre Mettler Toledo - SevenCompact
Hassas Terazi Shimadzu — ATX 224
Kar Makinasi Scotsman — AF80

3.2. Yontem

3.2.1. Ornek toplanmasi

Batman petrol rafinerisinden alinan ham petrol 6rnekleri ile deniz suyu (Akdeniz,

Karadeniz, Ege ve Marmara) numuneleri temin edildi. Deniz sular1 laboratuvar ortamina
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getirilir getirilmez pH degerleri Olgiilerek, kullanilincaya kadar oda sicakliginda

muhafaza edildi.

3.2.2. Ham petrolii par¢alayan bakterilerin izolasyonu

Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikiminda rol oynayan mikroorganizmalarin izolasyonu,
aerobik kosullarda ve tek karbon kaynagi olarak ham petrol bulunan ortamda
gerceklestirildi. Bu amagla; 100 ml deniz suyu numunelerinin tizerine 3 ml ham petrol
eklenerek, besiyerleri hazirlandi ve 20°C’de, 10 giin siire ile inkiibasyona birakildi. 10
giiniin sonunda diliisyon serileri hazirlanarak, bakterilerin saf kiiltiirleri elde edildi
(Calismalar dogal ortamima uygun olarak gergeklerildigi i¢in hazirlanan besiyerleri

higbir sterilizasyon islemine tabii tutulmadi).

3.2.3. izolatlarin ham petrolii parcalama miktarlarinin belirlenmesi

Izole edilen 12 bakterinin ham petrol pargalama miktarlarinimn belirlenmesi amaciyla,
her bir bakteri i¢in Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz deniz suyu Orneklerinden
100’er ml alinarak iizerlerine 3 ml ham petrol ilave edildi. Ardindan izolatlarin
onkiiltiirleri TSB besiyerlerinde hazirlandi. Bu onkiiltiirlerden (ODeoo degerleri 1
olduktan sonra) 1,5 ml alinarak fakli deniz sular1 ve ham petrol igeren besiyerlerine
inokiile edildi. 20°C’de 10 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Ardindan ham petroliin
biyodegredasyon miktarlar1 Tao et al. (2017) bildirdigi metoda gore 225 nm’de
spektrofotometrik olarak belirlendi (Cizelge 4.1).
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3.24. En yiiksek ham petrol degredasyonu gosteren izolatlarin morfolojik,

fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin arastirllmasi

3.2.4.a. Gram boyama

Izolatlarin Gram o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Gram boyama islemi yapildi. Bu
icin bakteriler, TSA besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile ekildi ve 24 saat siire ile
inkiibasyona birakildi (yash kiiltiirlerden yanlis sonu¢ alinabileceginden dolayi,
calismalar genc¢ kiiltlirler ile yapildi). Biiyliyen bakterilerin preparatlari hazirlanarak,
fikse edildi ve kristal viyole boyasi ile 1 dk muamele edildi. Ardindan saf su ile
yikanarak fazla kristal viyole boyasi uzaklastirildi (Bu asamada hem gram negatif, hem
de gram pozitif ozellikteki bakteriler mavi-mor renge boyandi). Daha sonra prepatlar
liigol soliisyonu ile kaplanarak, 1 dk bekletildi ve saf su ile yikandi (liigol, kristal
viyolenin bakterilere nufiiz etmesini saglar). Yikama isleminin ardindan preparatlar
%096 etil alkol ile 15-20 saniye muamele edildi (Bu basamakta gram pozitif bakteriler
mavi, gram negatif bakteriler ise renksiz olur). Son olarak preparatlarin iizerine safranin
boyasi dokiilerek 30-45 saniye bekletildi ve fazla saf su ile yikandi. Tamamlanan
boyama isleminin ardindan preparatlar 151k mikroskobu altinda 40x’lik objektif
kullanilarak incelendi. Gram pozitif bakterilerin mavi-mor, gram negatiflerin ise

kirmizi-pembe renkte oldugu gozlemlendi (Temiz 2010).

3.2.4.b. izolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyonunun belirlenmesi

[zolatlarin gelisebildikleri tuz araligiin belirlenmesinde; farkli tuz konsantrasyonlarina
(%2, %4, %6, %8, %10, %12,%14 ve %16) sahip TSB besiyeri kullanildi. Test suslari,
ilgili besiyerine inokiile edildikten sonra, 20°C’ye ayarli ¢alkalamali inkiibatorde 48
saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda bakterilerin iieyebildikleri mininmum

ve maksimum tuz konsantrasyon degerleri spektrofotometre ile (ODsoo) tespit edildi.
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3.2.4.c. izolatlarin gelisme sicakliklarimin belirlenmesi

Bakterilerin biiyiime sicakliklarinin belirlenmesinde TSB besiyerleri kullanildi. Bu
amagla, bakteriler besiyerlerine inokiile edildi ve farkli sicakliklarda (5°C, 10°C, 15°C,
20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C ve 45°C) inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyon
periyodunun sonunda spektrofotometrede (ODeoo) 6lgiimler gergeklestirilirek, izolatlarin
maksimum, minimum ve optimum biiyiime sicakliklar1 belirlendi (Harley and Prescott

2002).

3.2.4.d. izolatlarin gelisebildikleri pH arahklarmnin belirlenmesi

Izolatlarin gelisebildikleri pH araliginin belirlenmesinde; farkli pH degerlerine (pH:3-
13) sahip TSB besiyerleri kullanildi. Test suslari, TSB besiyerlerine inokiile edildi ve 48
saat siire ile inkiibasyona birakildi. Daha sonra, spektrofotometrede (ODsoo) yapilan
Olgtimler sonucunda, izolatlarin biiyiiyebildikleri maksimum, minimum ve optimum pH
araliklar tespit edildi (Diilger 1997).

3.2.4.e. Oksidaz testi

Bakterilerin, elektron transferinde bulunan sitokrom c proteinine sahip olup olmadiklar
bu testle belirlendi. Sitokrom c¢ proteini (oksidaz c), solunum olayinda gorev almakta ve
elektron transfer sisteminde, maddeleri birinden digerine indirgeme reaksiyonuyla,
hiicresel enerji olusumuna sebep olmaktadir. Bu ydntem, organizmanin oksidaz
enzimine sahip olmasi durumunda, mavi renk olusturmasi esasina dayanir. Bu test i¢in
ticari olarak satin alinan kitler kullanildi. TSA besiyerinde gelistirilen 48 saatlik bakteri
kiiltiirtiniin tizerine 1 damla okidaz soliisyonu damlatildi ve mavi bir renk olusumu
oksidaz pozitif olarak degerlendirildi. Renk degisiminin goériilmemesi ise oksidaz
negatif olarak kaydedildi (Harley and Prescott 2002; Adigiizel 2006; Acar 2009).
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3.2.4.f. Katalaz testi

izole edilen bakterilerin, katalaz enzimine sahip olup olmadiklari bu test ile
gozlemlendi. Bu enzim, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan hidrojen
peroksit (H202)’i pargalayip, H2O ve O, gazina doniistir ve Oz gazinin olusumu,
kabarciklar seklinde gozlenmektedir. Bu amagla TSA besiyerinde gelistirilen 48 saatlik
bakteri kiiltiiriinden, bir 6ze dolusu alinarak, lam {izerine konuldu ve tizerine bir damla
%3’lik H202 damlatildi. Kabarcik olusumu katalaz pozitif;, olusmamasi ise katalaz

negatif olarak degerlendirildi (Baltaci 2015).

3.2.5. Ham petrolii parcalayan bakterilerin molekiiler identifikasyonu

3.2.5.a. 16S rRNA gen bélgesinin klonlanmasi

1. Genomik DNA izolasyonu

Yiiksek ham petrol biyodegredasyonu gosteren izolatlar, TSA besiyerinde 20°C’de 48
saat siire ile inkiibasyona birakildi. Petrilerde gelisen organizmalardan tek koloni alinip,
TSB besiyeri igceren 100 ml’lik flasklara inokiile edildi. Kiiltiirler g¢alkalamali
inkiibatérde 20°C’de, 150 rpm’de 2 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Daha sonra
gelisen bakterilere ait DNA drnekleri, Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(A2360) protokoliine uygun olarak izole edildi.

2. 16S rRNA PCR islemi

16S rRNA bolgesi bakteri sistematigi ve evrimsel agidan korunmus bolge olma 6zelligi
nedeniyle, bu gen bolgesinin sekans analizi karakterizasyon ¢aligmalari ig¢in oldukga
onemlidir. Izolatlarin 16S rRNA gen bélgeleri evrensel primerler kullanilarak, in vitro
kosullar altinda PCR ile ¢ogaltildi. Bu amagla, her bir 6rnek igin, 30 ul’lik reaksiyon
hazirlandi. Reaksiyon tiipiine, 13,1 pl ddH20, 3 pl 10X PCR tamponu, 1,8 ul MgClz, 1,2
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ul DMSO, 0,6 ul NTP, 3 pl (5 uM) evrensel primer 27F (forward 5’- AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG -3’), 3 ul (5SuM) primer 1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T -3°), 0,3 ul Tag DNA polimeraz ve 4 ul kalip DNA ilave edildi.

PCR programi: Hazirlanan reaksiyon tiipleri PCR cihazina konarak; 6n denatiirasyon
icin 94°C’de 2 dk ve 36 dongii olacak sekilde; denatiirasyon basamaginda 94°C’de 1 dk,
baglanma basamaginda 52°C’de 1 dk ve uzama basamaginda ve 72°C’de 2 dk olmak
tizere, programlandi. 36 dongiiniin sonunda iSe son uzama basamagi 72°C’de 5 dk

olacak sekilde programlanarak, 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltildi (Adigiizel 2006).

3. 16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

PCR sonucunda amplifiye edilen 16S rRNA gen bolgelerinin kontrol edilmesi amciyla
agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in, 0,9 gr agaroz tartilip, {tizerine 90 ml
IXTAE (%1°lik agaroz jel) tamponu ilave edildi ve karisim mikrodalga firinda iyice
¢oziiniinceye kadar bekletildi. Ardindan etidyum bromiir ilavesi igin, karisim bir
miiddet sogumaya birakildi (kaynar halde etidyum bromiir ilave edilirse, kanserojen
olan etidyum bromiir buharlasir ve solunur). 50°C’ye kadar soguyan karisima etidyum
bromiir ilave edildi ve jel, igerisinde tarak bulunan olan elektroforez kiivetine yavasga
dokiildii. Jelin donmasinin ardindan taraklar dikkatlice uzaklastirildi ve jel igerisinde
1XTAE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin ilk ¢ukuruna 5 pl markir ve
diger gukurlarina ise 6X yiikleme boyasi ve PCR iiriinii karigimindan olusan 6rnekler
yiklendi. Elektroforez jel diizeneginin artt (+) ve eksi () kutuplari dikkatlice
yerlestirildi ve Ornekler, 90 voltta 1 saat siire ile yiiriitildi. DNA bantlar1 jel
dokiimantasyon sistemi (Quantum Vilber Lournat Gel Documentation System) ile

goriintiilenip bilgisayar ortaminda analiz edildi (Baltaci 2015).

4. Kompetent hiicrenin hazirlanmasi

Izolatlar ait 16S rRNA gen bolgeleri PCR ile amplifiye edildikten sonra bu sekans

dizilerinin eldesi i¢in klonlama islemine tabii tutuldu. Bu amagla, klonlamanin ilk
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basamagi olan kompetent hiicre hazirlama asamasina gegildi. Bunun i¢in, Escherichia
coli JM101 susu LB agar besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle aktarilarak, 1 gece siire ile
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda petrilerden tek bir koloni segilip, LB broth
besiyerine inokiile edildi ve 6n kiiltiir hazirladi. Ardindan bu kiiltiirden, 1ml alinarak LB
sivi besiyerine inokiilasyon gerceklestirildi ve belirli araliklarla ODesgo degerine
bakilarak, bu degerin 0,4-0,6 olmasi sagland: (Baltaci 2015, Akbulut 2017). Daha sonra
hiicreler ¢oktiiriilerek CaCl ile muamele edilerek kompetent hale getirildi (Ca*2iyonlar
bakterilerin hiicre duvarini sararak, art1 (+) yiik ile yiikler ve boylece eksi (-) yiike sahip

olan DNA’nin bakteri hiicresine girisini kolaylastirir).

5. Ligasyon islemi

PCR ile amplifiye edilen 16S rRNA gen bdlgeleri pGEM®-T Easy (Promega)

vektoriine aktarildi. Bu amagla,

5 ul, 2X Ligasyon buffer
3 pl, PCR firiinii

1 pul vektor

1 ul T4 DNA ligaz

vV V VYV VY

Yukaridaki miktarlar 0,2 ml’lik tiiplerde bir araya getirilerek karisim hazirlandi ve

16°C’de 14 saat siire ile inkiibasyona birakildu.

6. Transformasyon islemi

Bu tez ¢alismasinda transformasyon iglemi, 1s1 sok yontemi kullanilarak gergeklestirildi.
Bu amacgla 6nceden hazirlanan ligasyon friinleri ile kompotent bakteriler bir araya
getirildi. Once 30 dk buz iizerinde, sonrada 2 dk 42°C’ye ayarli su banyosunda
bekletilerek 1s1 sokuna maruz birakildi. Bu sok bakterilerin hiicre duvar yapilarindaki
porlarin acilmasima ve dolayisiyla ligasyon iiriinlerinin bakteri hiicrelerinin igine

girmesine imkan vermektedir. Is1 sokunun ardindan mikroorganizmalar 2 saat siire ile
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LB sivi besiyerinde biiyiitiildii. Daha sonra bakteriler, icerisinde X-gal, IPTG ve
amfisilin bulunan LB agar plaklarina yayma ekim yontemiyle yayilarak 37°C’de 12-14

saat siireyle inkiibasyona birakildi.

7. Koloni secme ve s1v1 kiiltiire alma

Inkiibasyon sonunda petriler, inkiibatérden ¢ikarilarak, mavi kolonilerin belirgenlesmesi
amaciyla +4°C’de bir gece bekletildi. 16S rRNA geninin insert olmadig1 kolonilerde

mavi renk, oldugu kolonilerde ise beyaz renk olusumu gézlemlendi.

8. Koloni PCR Icin Hazirlik ve PCR reaksiyonu

Tiim beyaz kolonileri, pozitif olarak degerlendirmek yanlis olacagindan, koloni PCR ile
dogrulama prosesi gergeklestirildi. Bu amagla pozitif oldugu diisiiniilen beyaz renkli
koloniler bir kiirdan yardimiyla segilerek, asagida verilen reaksiyon karigimina aktarildi.
19,1 ul dH20, 3 ul tampon (MgCl2’li), 0,6 ul ANTP mix, 1,8 pl MgCl2 (25mM), 2 ul 5
uM  T7 (5’-AATACGACTCACTATAG-3’) primer, 2 ul 5 pM SP6 (5—
ATTTAGGTGACACTATAG-3’) primer, 0,3 pl Tag DNA polimeraz, 1,2 ul DMSO ve
kalip DNA olarak ise beyaz renkli koloniler kullanildi.

PCR programi: Denatiirasyon; 94°C 2 dk, amplikasyon; 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 2
dk 35 dongii, sonlanma; 72°C 10 dk olacak sekilde PCR cihazi ayarlandi. EtBr ilaveli
%1’lik agaroz jelde yiriitiilerek istenen geni tasiyan koloniler, segilerek plazmit

izolasyonu i¢in amfisilinli LB broth’a ekildi.

9. Plazmitlerin izolasyonu, kontrol edilmesi ve konsantrasyonlarimin dl¢iilmesi

Plazmit izolasyonu, Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega,
A1330) kiti ile, tretici firmanin protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Plazmitlerin

kontrol edilmesi amaciyla, oOrnekler EcoRI ile kesime tabi tutuldu ve agaroz jelde
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yiiriitiildii. Uygun bant profiline sahip olan plazmitlerin konsantrasyonlari, nanodrop
cihazi (Thermo Scientific, Multiskan GO, USA) ile >100 ng/ul olarak ayarlandi ve bu
tiplerden 30-50 pl alinarak, sekans analizi i¢in Macrogen (Hollanda) firmasina

gonderildi.

10. DNA dizi analiz sonuclarinin islenmesi ve degerlendirilmesi

Firmanin sayfasindan indirilen sekans sonuglari, BioEdit programi ile analiz edilerek,
FASTA formatina ¢evirildi. Ardindan sekanslar ortak bolgelerinden c¢akistirilarak,
yaklagik 1500 b¢’lik dizi elde edildi. Daha sonra anlamli hale getirilen sekans
verilerileri  http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi=blastn&PAGE_TYPE=BIlastSearch
ve http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify internet adresleri kullanilarak izolatlar

tiir dlizeyinde tanilanda.

3.2.6. Ham petrolii parcalayan bakterilerin optimizasyon ¢alismalari

Izole edilen bakterilerin ham petrolii parcalama potansiyellerinin arttirilmasi amaciyla,
ko-kiiltiivasyon, sicaklik, azot kaynagi ve inkiibasyon siiresi parametreleri optimize
edildi.

3.2.6.a. Mikroorganizmalarin Ko-kiiltiirlerinin ham petroliin biyodegredasyonuna

olan etkisinin arastirilmasi

Izole edilen 12 bakteriden 4’iiniin yiiksek ham petrol degredasyonu gosterdigi ve bu
dort bakteriden ikisinin ayni tiir oldugu belirlendikten sonra, farkli tiirlere ait olan
izolatlarin ham petrolii pargalama kapasitelerinin arttirilabilmesi amaciyla ko-kiiltiirleri
yapildi. Bu amagla mikroorganizmalarin 6n kiiltiirleri TSB besiyerinde 20°C’de
calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi. ODeoo degerleri 1 olunca, inkiibasyona
bu 0n Kkiiltiirlerden alinarak (tekli kiiltiirler igin 1,5 ml, ikili kiiltiirler i¢in 0,75 ml ve
ticlii kiltiirleer icin 0,5 ml) igerisinde ham petrol + deniz suyundan olusan besiyerine

inokiile edildi ve 10 giin siire ile 20°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda erlenler



43

inkiibatdrden ¢ikarildi ve santrifiij edilerek mikroorganizmalar uzaklastirildi. Ardindan
bakterilerin ham petrol degredasyon miktarlar1 Tao et al. (2017) bildirdigi metoda gore

225 nm’ye ayarli spektrofotometrede tespit edildi.

3.2.6.b. Farkh azot kaynaklarinin ham petrol biyodegredasyonuna olan etKisinin

arastirilmasi

Ham petrol biyodegredasyonunu en iyi gerceklestiren ko-kiiltiir kombinasyonu
belirlendikten sonra, optimizasyon ¢alismalarina bu mikroorganizmalar {izerinden
devam edildi. Besiyeri ortamina ilave edilen farkli azot kaynaklarmin petrol
biyodegredasyonu iizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla, ham petrol ve deniz suyu
iceren besiyeri ortamina farkli konsantrasyonlarda (0-4 g/L) farkli azot kaynaklari
(amonyum siilfat, iire, amonyum fosfat, potasyum nitrat ve sodyum nitrat) ilave edildi.
Inkiibasyon 20°C’de 10 giin siire ile ger¢eklestirildi ve ham petroliin biyodegredasyonu

spekrofotometrik olarak dl¢iildii.

3.2.6.c. Sicakhigin ham petrol biyodegredasyonuna olan etkisinin arastirilmasi

Maksimum ham petrol biyodegredasyonunun gergeklestigi, ko-kiiltiir kombinasyonu ve
azot kaynagi belirlendikten sonra, sicaklik parametresinin ham petroliin par¢alanmasi
tizerine olan etkisi arastirildi. Bu amagla, ham petrol + denizsuyu + 2g/L amonyum
stilfat igeren besiyeri ortamina PB4 ve PB6 izolatlar1 inokiile edilerek, farkli sicaklik
degerlerinde (15, 20, 25, 30 ve 35°C) ham petroliin biyodegredasyon miktarlari,

spekrofotometrik olarak tespit edildi.

3.2.6.d. Inkiibasyon siiresinin ham petrol degredasyonuna etkisinin arastirilmasi

Ham petrol biyodegredasyonunun en iyi diizeyde gerceklestigi ko-kiiltiir kombinasyonu,
azot kaynagi ve sicaklik parametleri optimize edildikten sonra son olarak optimum
inkiibasyon siiresi belirlendi. Bu amagla, ham petrol + deniz suyu + 2 g/L amonyum

siilfat igeren besiyeri ortamina, PB4 ve PB6 kodlu izolat inokiile edilerek, 25°C’ye
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ayarlt inkiibatorde farkli siirelerde (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 ve 16 giin) inkiibasyona
birakildi. iki giinde bir 6rnek almarak periyotlarinda spektrofotometrik olarak ham

petrol biyodegredasyonu belirlendi.

3.2.7. Biiyiik ve kiiciik hacimlerde petrol parcalanma oranlarinin karsilastirilmasi

Bu amagla 14 litrelik plastik kaba deniz suyu konulup, iizerine yiizeyi kaplayincaya
kadar ham petrol eklendi. PB6+PB4 kodlu izolatlarin ko-kiiltiirleri, bu kaba inokiile
edilip 4 giin araliklarla ham petrol degredasyon miktarlar1 Olgiiliilerek, flasklarda

gerceklesen pargalanma oranlariyla karsilastirildi.

3.2.8. Ham petroliin parcalanmasindan sonra izolatlarin kontrolii

Ko-kiiltlir halinde inokiilasyonu gerc¢eklestirilen PB6+PB4 kodlu izolatlarin 12 giin siire
ile inkiibasyonunun ardindan diliisyon serileri hazirlanarak, 10° kat seyreltilen

petrilerden koloniler segildi. Daha sonra segilen kolonilerin sekans analizleri yapildi.

3.2.9. izolatlarin GC-MS analizleri

Izolatlarin optimizasyon calismalarinin ardindan, spektrofotometrik olarak belirlenen
ham petrol biyodegredasyonunun desteklenmesi ve pargalanma {iriinlerinin tespit
edilmesi amaciyla GC-MS analizleri yapildi. Kiltir ornekleri santrifiij edilerek,
icerisinde bulunan mikroorganizmalar uzaklastirildi. Ardindan 20 ml siipernatant
alinarak ayni hacimde hekzan ilave edildi. Ardindan 3 dk siire ile vortekslenip, listte
kalan hekzan fazi yeni bir falkon tiipine aktarildi. Yeni falkon tiipiinde kiiltiir
ortamindan kaynakli su olabileceginden, Na SOy ile susuzlastirma islemi gerceklestirildi
ve Orneklerden 1’er ml alinarak GC-MS analizleri icin Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne (DAYTAM) gonderildi. GC-MS, 30 mm x 0,25
mm x 0,25 pm (Uzunluk x ¢ap x film kalinlig1) kolonun takildig1 gaz kromatografisi
cihazt (Shimadzu QP2010 ULTRA) ile gerceklestirildi.l pl numune GC cihazina
enjekte edilerek, enjeksiyon sicakligi 250°C olarak ayarlandi. Daha sonra 40°C’de 5
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dakika, 180°C’de 5 dakika ve son olarak dakikada 10°C artisla cihazin sicakligi
320°C’ye cikartiralarak, numune 16 dk siire ile bekletildi. Elde edilen piklere gore,

Hidrokarbonlarin miktar1 tespit edildi.



46

4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, tanker kazalari, sondaj ¢alismalar1 ve ya herhangi bir sebeple denizlere
sizan ham petroliin olusturdugu kontaminasyonun mikroorganizmalar yardimiyla biiyiik
Olclide giderilmesi saglandi. Bu amagla Akdeniz, Karadeniz, Ege ve Marmara
denizlerinden alinan deniz suyu 6rneklerine tek karbon kaynagi olarak ham petrol ilave
edilerek, ham petrolii par¢alayan mikroorganizmalarin izolasyonu gergeklestirildi. izole
edilen mikroorganizmalarin morfolojik ve biyokimyasal o6zellikleri belirlendi ve
ardindan 16S rRNA gen sekans analizi yapilarak molekiiler diizeyde karakterize edildi.
Daha sonra izolatlarin ham petrolii par¢alama yeteneklerini arttirmak amaciyla, ko-
kiiltiivasyon, sicaklik, azot kaynagi ve inkiibasyon siiresi parametreleri optimize edildi.

Son olarak GC-MS analizi ile ham petrol biyodegredasyon miktari saptandi.

4.1. Ham Petrolii Parcalayan Bakterilerin izolasyonu

Ham petrolii par¢alayan mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla 4 farkli denizden
toplanan deniz suyu orneklerinden 100 ml alinip {izerlerine, 3 ml ham petrol ilave
edilerek, 20°C’de 10 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
dilisyon serileri haziranarak farkli oldugu diisiiniilen koloniler saflagtirildi. Ham petrolii
pargalama yetenegine sahip Ege denizinden 4 adet (PBl, PB2, PB3 ve PB4)
Akdenizden 3 adet (PBS, PB6 ve PB7), Marmara’dan 3 adet (PB8, PB9 ve PBI10)
Karadenizden 2 adet (PB11 ve PB12) olmak iizere toplam 12 adet bakteri izole edildi.
Ardindan mikroorganizmalar stok tiiplerine alinarak sonraki ¢aligmalarda kullanilmak

tizere — 80°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 4.1. Bazi izolatlara ait petri goriintiileri

4.2. Izolatlarin Farkh Deniz Sularinda Ham Petrol Degredasyon Miktarlarimin

Belirlenmesi

Farkli denizlere (Akdeniz, Karadeniz, Marmara ve Ege) ait su orneklerinin ham petrol
degredasyonuna etkileri Cizelge 4.1°de verildi. Materyal ve metotta belirtildigi gibi her
bakterinin petrol pargalama potansiyeli 4 farkli denizdede test edildi. Deneyler
sonucunda, 4 deniz suyu 6rneginde de maksimum petrol pargalanmasinin PB6 ve bunun
ardindan da PB4 izolat1 ile basarildigi gozlendi. PB6 i¢in Akdeniz, Ege denizi, Marmara
ve Karadeniz 6rneklerinde ki pargalanma oranlar1 (OD225 nm) sirastyla 0,88, 0,85, 0,81
ve 0,81, PB4 igin ise 0,77, 0,72, 0,69 ve 0,74 olarak tespit edildi. Ayrica, PB1 ve PB7
kodlu izolatlarinda 4 deniz 6rneginde de, yiiksek parcalama potansiyeline sahip oldugu
belirlendi. Diger izolatlar, bu bakterileri oranla ham petrolii daha az parcaladiklar1 igin,
calismaya PB6, PB4, PB7 ve PB1 kodlu izolatlar ile devam edildi.
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Cizelge 4.1. izolatlarin farkl1 deniz sularinda ham petrol degredasyon miktarlari

Izolasyon Yeri | izolat Kodu | Ege Akdeniz | Marmara | Karadeniz

PB1 0,61 0,64 0,56 0,57

PB2 0,39 0,41 0,39 0,32

=ge PB3 0,45 0,43 0,48 0,46
PB4 0,72 0,77 0,69 0,74

PB5 0,43 0,37 0,45 0,36

Akdeniz PB6 0,85 0,88 0,81 0,81
PB7 0,63 0,63 0,61 0,65

PB8 0,3 0,25 0,32 0,34

Marmara PB9 0,15 0,21 0,19 0,12
PB10 0,26 0,29 0,21 0,26

PB11 0,24 0,23 0,28 0,21

Karggggnz PB12 0,32 0,3 0,33 0,28

4.3. Ham petrolii parcalayan mikroorganizmalarin morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Maksimum ham petrol degredasyonu gosteren izolatar belirlendikten sonra, bu

bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri test edildi (Cizelge 4. 2).

Yapilan deneyler sonucunda, PB1, PB4 ve PB7 kodlu izolatlarin gram negatif, PB6

kodlu bakterinin ise gram pozitif oldugu belirlendi. Buna ek olarak tiim bakterilerin

katalaz pozitif, PB1, PB4 ve PB7 kodlu mikrrorganizmalarin oksidaz pozif oldugu tespit

edildi.
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Cizelge 4.2. izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

PB1 PB4 PB6 PB7
Gram - - + -
Oksidaz + + - +
Katalaz + + + +
pH 5-10 6-9 6-10 5-10
Tuz (%) 0-10 0-15 0-12 0-8
Sicaklik (°C) 10-35 5-40 10-40 10-35

4.4. Ham petrolii parcalayan mikroorganizmalarin molekiiler identifikasyonu

4.4.1. izolatlarin 16S rRNA gen bélgesinin amplifikasyonu

Izolatlarin DNAlar1 ekstrakte edildi ve evrensel primer seti (27F-1492R) kullanilarak
16S rRNA gen boélgesi ¢ogaltildi. Daha sonra elde edilen PCR f{iriinleri %1°lik agaroz
jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Sonucta tiim izolatlarin 1500 bg biiyiikliigiinde tek bir
bant icerdigi tespit edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Izolatlarin 16S rRNA PCR agaroz jel goriintiisii

4.4.2. Amplifiye edilen 16S rRNA gen bolgesinin klonlanmasi

Bakterilerin identifikasyonunda kullanilan 16S rRNA gen bolgesinin niikleotid dizisinin
analizinin bliylik oranda belirlenebilmesi i¢in klonlama caligsmasi olduk¢a 6nemli olup,
bu amagcla, ligasyon ve transformasyon islemleri gerceklestirildi. Ardindan bakteriler,
amfisilin, X-gal ve IPTG igeren petrilere yayilip, inkiibasyona birakildi ve sonugcta,

mavi, beyaz kolonilerin varligi gézlemlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Mavi-beyaz tarama

Beyaz koloniler, genimizin insert oldugunu diisiindiiglimiiz koloniler olup, her beyaz
koloni kesinlikle pozitif degerlendirilmediginden bunun kontrolii i¢in koloni PCR
yapildi. 1500 b¢’lik DNA markir hizasinda bant veren koloniler secilip (Sekil 4.4),
plazmit izolasyonu i¢in antibiyotikli besiyerine aktarildi. Pozitif sonug veren izolatlarin

plazmitleri izole edilip, sekansa gonderildi (Macrogen, Hollanda).

Sekil 4.4. Baz1 izolatlarin koloni-PCR sonuglari

4.4.3. izolatlarin 16S rRNA sekans analizlerine gore benzerlik oranlar

Bilinmeyen bir bakterinin 16S rRNA dizisinin belirlenmesi, bu bakterinin
siiflandirilmasi i¢in gerekli olan genotipik bilginin ilk ve temel adimidir. Bu amagla ilk
olarak, izole edilen 7 adet bakterinin 16S rRNA genlerinin baz dizileri belirlendi ve
belirlenen 16S rRNA gen dizileri, GenBank’ta var olan diger bakteriyal 16S rRNA gen
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dizileri ile karsilastirildi. Bunun sonucunda izole edilen bakterilerin tiirleri ve benzerlik

oranlar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.3. Izolatlarin 16S rRNA sekans analizlerine gére benzedikleri tiirler ve
benzerlik oranlari

Izolat Kodu Benzedigi tiir Benzerlik orani
PB1 Pseudomonas sabulinigri %99
PB4 Rhodococcus gingshengii %99
PB6 Alcanivorax venustensis %99
PB7 Pseudomonas sabulinigri %99

45. lzolatlarin Ko-Kiiltiirlerinin Ham Petrolii Parcalama Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda, izolatlarin tek basina ve ya ko-kiiltiir olarak petrol
parcalamasinda kullanilabilirligi test edilmistir. Petrol par¢alanma orani i¢in akdeniz su
ornegi, kullanilmigtir. Deneyler sonucunda tek basina kullanildiklarinda, maksimum
petrol pargalanmasi PB6 (0OD225:0,83), PB4(OD2s: 0,72) ve PB7(0OD225:0,67)
izolatlariyla basarildigi goriilmistiir. Test edilen ko-kiiltiirler arasinda ise maksimum
pargalanma (OD25:1,20) PB6+PB4 birlikteligiyle saglanmistir. Ikinci en yiiksek
parcalanma orant (OD225:1,01) ii¢ izolatin ko-kiltiriiyle basarilmigtir. Deneyler
sonucunda izolatlarin tek basina uygulanmasina oranla ko-kiiltiirlerinin daha yiiksek

pargalama potansiyeline sahip oldugu da tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Izolatlarin ko-kiiltiirlerinin ham petrolii pargalama potansiyelleri

4.6. Farkh Azot Kaynaklarimn Ham Petroliin Parcalama Potansiyeli Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Ham petroliin biyodegredasyonun arttirabilmek amaciyla tire, amonyum siilfat, sodyum
nitrat, potasyum nitrat ve amonyum fosfat gibi azot kaynaklar1 farklhi
konsantrasyonlarda (0-4 g/L) besiyerine ilave edildi ve biyodegredasyon miktarlari
spektofotometrik olarak Olgiildii. Yapilan analizler sonucunda {irenin biitiin
konsantrasyonlar1 kontrole oranla par¢alanma miktarin1 distirdiigii gozlemlendi.
Potasyum nitratin 1 g/L konsantrasyonu kontrole oranla petrol pargalanmasin
arttirirken, daha yiiksek konsantrasyonlari azaltmistir. Diger i{i¢ azot kaynaginin ise
biitiin konsantrasyonlarinin kontrole oranla petrol pargalanmasini arttirdigi tespit edildi.
Bu ii¢ azot kaynag1 arasinda da maksimum petrol par¢alanmasi amonyum siilfatin ile
basarildi. Amonyum siilfatin test edilen konsantrasyonlar arasinda ise maksimum petrol
parcalanmasi (OD225:1,64) 2 g/L’lik konsantrasyonda gerceklesti. Higbir azot kaynagi
eklenmeyen kontrolde ki pargalanma orani 1,18 olarak 6lgiildiigii i¢in 2 g/ amonyum

siilfat eklenmesinin pargalanmayi yaklasik olarak %39 oraninda arttirdig1 hesaplandi.
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Sekil 4.6. Farkli azot kaynaklarinin ham petrol biyodegredasyonuna olan etkisi
(Ortam sartlar1: Sicaklik; 20°C, Inkiibasyon siiresi; 10 giin, ko-kiiltiir; PB4+PB6)

4.7. Sicakhgin Ham Petrolin Parcalanma Potansiyeli Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

PB6+PB4 ko-kiiltiiriiniin amonyum siilfat varliginda ham petrolii pargalama
yeteneklerinin arttigi belirlendikten sonra sicakligin ham petrol biyodegredasyonu
izereine etkisi arastirildi. Bu amagla farkli sicakliklarda (15-35°C), ko-kiiltiir 2 g/L
amonyum siilfat varliginda 10 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda izolatlarin genis bir sicaklik araliginda petrolii pagalayabildigi tespit
edilirken, maksimum par¢alamanin (OD225:1,73) 25°C’de basarildigi kaydedilmistir
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.7. Sicakligin ham petrol biyodegradasyonuna olan etkisi

4.8. Inkiibasyon Siiresinin Ham Petroliin Parcalanma Potansiyeli Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin ham petroliin biyodegredasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla PB6 ve PB4 kodlu izolatlarin, 25°C’de 2 g/ amonyum siilfat iceren
besiyerlerinde 16 giin siireyle inkiibayona birakildi. Ham petrol biyodegredasyonun 12.

giinde maksimum diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.8. Inkiibasyon siiresinin ham petrol biyodegradasyonuna etkisi
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4.9. Biiyiik ve Kiiciik Hacimlerde Petrol Parcalanma Oranlarinin Karsilastirilmasi

Materyal ve metot da belirtildigi gibi ko-kiiltiir, optimal sicaklik, pH, amonyum siilfat
konsantrasyonlarinda, daha yiiksek deniz suyu hacminde seffaf bir plastik kap igerisinde
petrol parcalanmasinda test edilmistir. Petrol ortamina ko-kiiltiir inokiilasyonu ve
amonyum siilfat ilavesi gergeklestirildikten sonra, plastik kap, iistii agik calkalayiciya
yerlestirilerek 50 rpm’de, 4 hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir. Ortamdan 4 giin

arayla alinan 6rneklerdeki pargalanma orani spekrofotometrik olarak belirlenmistir.

Sekil 4.9. Biiyilik hacimlerde optimize kosullar altinda ham petrol biyodegredasyonu

Sekil 4.10. Kiigiik hacimlerde optimize kosullar altinda ham petrol biyodegredasyonu
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Sekil 4.11. Biiyiikk ve kiicik hacimlerde ham petroliin degredasyon miktarlarinin
karsilastirilmasi

4.10. Ham petroliin parcalanmasindan sonra izolatlarin kontrolii

Optimize kosullar altinda 12 giin siire ile inkiibasyona birakilan PB6 ve PB4 kodlu
izolatlarin ko-kiiltiirlerinin diliisyonu yapildi. Diliisyon sonucunda 16 koloni gozlendi.
Bu koloniler segilerek 16S Rrna sekans analizleri gerceklestirildi. Sekans analizleri
sonucunda 6 koloninin Alcanivorax venustensis, 6 koloninin Rhodococcus gingshengii,
2 koloninin Cobetia amphilecti ve diger 2 koloninin ise Pseudomonas sabulinigri

olduklar1 tespit edildi.

4.11. GC-MS Analizleri

Optimizasyon sartlarinin belirlenmesinin ardindan, Optimum kosullar altinda ham
petroliin biyodegredasyon {irlinleri ve miktarlart GC-MS analizleriyle belirlendi. Bakteri
inokiilasyonu yapilmamis petrol ve deniz suyu iceren besiyerleri kontrol olarak

kullanild1 ve buna kiyasala bakterilerin tekli ve ko-kiiltiirlerinin degredasyon miktarlari
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saptand1. Yapilan GC-MS analizleri sonucunda kontrol olarak belirlenen numunenin 26
tane hidrokarbon igerdigi tespit edildi. Bu hidrokarbonlarin C9-C36 (Sekil 4.13)
arasinda uzunluga sahip olduklar1 belirlendi. PB6 kodlu izolatin tekli kiiltiirlerinin GC-
MS sonucu incelendiginde piklerin alanlarinda ciddi azalmalar goriilse de
hidrokarbonlarin tamamen par¢alanamadigi C5-C35 arast 24 tane hidrokarbonun
ortamda bulundugu goézlemlendi (Sekil 4.14). PB6 ve PB4 kodlu izolatlarin ko-
kiltlirlerinin  GC-MS analizlerine bakildiginda hidrokarbonlarin ¢ogunu tamamen

parcgaldigy, kalanlar1 da %85’lere varan oranda azalttig1 tespit edildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.13. PB6 kodlu izolatin ko-kiiltiirlerinin GC-MS sonuglari
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Sekil 4.14. PB4 ve PB6 kodlu izolatlarin ko-kiiltiirlerinin GC-MS sonuglar1
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Sekil 4.15. PB4, PB6 ve PB7 kodlu izolatlarin ko-kiiltiirlerinin GC-MS sonuglari
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5. TARTISMA ve SONUC

Gelisen ekonomilerin ihtiya¢ duydugu enerji ¢esitli yollardan karsilansa da, endiistriyel
gelisim icin petrol ihtiyact giinden giline artirmaktadir. Petrol, diinyanin belirli
bolgelerinde rezervler halinde bulundugu i¢in, giivenli bir sekilde tasinmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Petroliin diinya i¢in 6nemini ifade etmek gerekirse, 2010 yilinda diinya
enerji ihtiyacinin %34’linlin ham petrolden karsilandig1 bilinmektedir. Yine 2010 yili
icin yaklasik olarak 1,8 milyar ton ham petrol (diinya ham petrol iiretiminin %45°1)
tankerlere yiiklenerek deniz yoluyla diinyanin cesitli bolgelerine taginmistir. Durum
boyle iken tankerlerin yol agabilece§i cevre riskleri de ayni oranda artmaktadir

(Birlesmis Milletler Ticaret ve Kalkinma Konferans1 2011; Kiigiikyildiz 2013).

Denizde petrol kirliligi; tankerlerden, deniz yataginda yapilan petrol arama ve ¢ikarma
calismalarindan, rafinerilerden, gemi kazalarindan (karaya oturma, ¢atigsma, batma, yan
yatma) ve endiistrilerden kaynaklanmaktadir. Diinyada yaklasik 1 milyon ton/yil petrol
ve petrol tiirevlerinin, denizlere karistig1 tahmin edilmektedir. Bu karisim sonucu sudan
hafif olan petrol yilizeyde ince bir film tabakasi meydana getirmekte, hizli bir sekilde
yayilmakta ve boylece genis bir alani etkilemektedir (Onay 2016). Ham petrol, gerek
yapisinda bulunan maddelerin toksik etkileriyle, gerekse de denizin yiizeyini kaplayip
giines ve oksijen girisinin engellenmesiyle ¢evreye, deniz canlilarina ve bu kirliligin
temizlenmesinde rol oynayan g¢alisanlara ciddi zararlar vermektedir. Ham petroliin bu
zararl etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla kullanilan mevcut fiziksel ve kimyasal
yontemlerin yetersizliginden dolayr bilim diinyas1 petrol hidrokarbon Kirleticilerini
cevreden temizleyebilecek en Onemli ve nihai dogal mekanizmanin mikrobiyal
biyodegredasyon oldugunu bildirmislerdir (Atlas 1992; Lal and Khanna 1996; Das and
Chandran 2011). Bu bilgiler 1s18inda yapilan tez ¢alismasi kapsaminda, iilkemizin 4
farkli denizine ait su Orneklerine ham petrol ilave edilerek non-steril kosullarda
hazirlanan besiyerilerinden bakteri izolasyonu gergeklestirildi ve bu bakterilerin ham

petrolii pargalama yeteneklerinin arttirtlmasi amaciyla optimizasyon c¢alismalari yapildi.
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Literatiir verileri incelendiginde izole edilen bakterilerin ham petrolii pargalama
kapasiteleri belirlenirken, Busnell Haas Medium, Marine Salt Medium gibi ticari
besiyerleri ya da mineraller kullanilmis ve ardindan sterilizasyon yapilmistir (Mandri
and Lin 2007; Hassanshahian et al. 2012; Shahriari 2014; Bayat et al. 2015; Tian et al.
2019). Tanker kazalar1 ya da sondaj calismalari sirasinda meydana gelen bir petrol
kirliliginin temizlenmesi asamasinda, dogal ortamin miimkiin oldugunca taklit edilmesi
gerekmekterdir. Bu yoniliyle yukardaki g¢alismalarda laboratuvar ortaminda alinan
sonuglarin, dogal ortamda aymi etkiyi gostermesi beklenmemektedir. Ornegin
laboratuvar ortaminda kiigiik bir hacmin pH’s1, sicakligi ve ¢alkalanma hizi rahatlikla
kontrol edilebilirken, ¢ok biiylik su hacimlerine sahip olan denizler ve okyanuslarda bu
parametreler rahatlikla kontrol altina almamayacaktir. Orneginin laboratuvarda petrol
par¢alanmasi i¢in, bir erlenin ¢alkalanmasi 150 rpm’de c¢alkalanirken biiyiik

hacimlerdeki okyanuslarda istenien oranda ¢alkalama hiz1 saglanamayacaktir.

Ayrica arastirmacilar laboratuvar ortamlarinda petrol degredasyonu ¢alisirken
besiyerlerini steril etmektedir. Sterilizasyon isleminin ise deniz ya da okyanuslara
uygulanmas1 miimkiin goriilmemektedir. Diger taraftan arastirmacilar besiyerinde petrol
parcalanmasini arttirmak i¢in ortama maya ekstrakti ve pepton gibi pahali bilesenleride
katmaktadirlar. Kisacasi laboratuvar ortamlarinda elde edilen sonuglar gercek deniz ve
okynus sartlarina uyarlanamamaktadir. Bu eksiklikler géz Oniine alinarak, mevcut
calismada dogrudan okyanus ve deniz ortamlarinda petrol biyodegredasyonunda
kullanilabilecek olan bir biyoproses gelistirilmeye calisilmistir. Bu dogrultuda da
calismada kullanilacak olan bakterilerin izolasyonu bizzat deniz ortamindan
gerceklestirilmis olup, izole edilen bakterilerle steril olmayan kosullar altinda, sinirh
besin sartlarinda ve deniz suyunun dogal dalgalanma oranini taklit edecek sekilde ¢ok
diisiik calkalanma hizinda (50 rpm) deneyler gerceklestirilmistir. Izolasyon sirasinda
dogrudan deniz sularindan bakterileri izole etmek yerine, ilk 6nce %3 oraninda petrol
eklenmis ve deniz suyu igeren erlenler 10 giin siire ile duragan sekilde inkiibasyona
birakilmistir. Bu sayede petrolii pargalama yetenegine sahip olan bakterilerin hayatta
kalmasi ve zayif olanlarin ise elemine edilmesi amaglanmistir. Zaten sonuglarda da

belirtildigi gibi petrol ilavesi yapilmadan inkiibe edilen erlenlerden ¢ok sayida bakteri
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izole edilirken, petrol ilave edilmis olanlardan bu say1 toplamda 12’ye kadar diigmiistiir.
Bu sonugta yine petroliin zayif bakteriler tizerinde daha ¢ok toksik etki yaptigini ortaya

¢ikarmustir.

Sonuglarda da belirtildigi gibi 4 farkli denizden toplamda 12 bakteri izole edilmistir. Bu
bakteriler steril olmayan dort deniz suyu ortaminada ayri ayri ilave edilmis ve petrol
pargcalama yetenekleri karsilastirilmistir. Bakteri inokiilasyonu sirasinda da bakteriler
dogrudan petrol tabakasinin iizerine yayilmis ve ilave bir karistirma islemi
yaptlmamistir. 10 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda dort tane bakterinin ham
petrolii yiiksek oranda pargalama kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden

sadece bu bakterilerin teshisi gergeklestirilmistir.

Doetsch  (1973), Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Achromobacter,
Arthrobacter, Bacillus ve Micrococus cinslerine ait tirlerinin hidrokarbon iceren
ortamlarda gelisebildiklerini rapor etmistir. Okercke et al. (2007) Pseudomonas,
Bacillus, Corynebacterium, Staphylococcus ve Actinomycetes bakterileri ile Candida,
Mucor, Rhizopus ve Aspergillus mantarlarinin hidrokarbon ile kontamine olmus toprak
orneklerinde yasayabildiklerini bildirmislerdir. Brooijmans et al. (2009), Rhodococcus.
ve Alcanivorax cinslerinin tanker kazasi olan denizlerde biyoremidasyondan sorumlu
olduklarini tespit etmislerdir. Mevcut ¢alismada da en iyi petrol degredasyonu yapan
dort izolattan iki tanesi Pseudomonas sabulinigri, bir tanesi Alcanivorax venustensis ve
diger bir taneside Rhodococcus gingshengii olarak teshis edilmistir. Bu sonuglar da
Pseudomonas, Rhodococcus ve Alcanivorax cinslerinin ham petrol biyodegredasyonu
yapabildigini gosteren onceki calismalardakilere paralellik gdstermektedir. Calismada
iki izolatin (PB7 ve PB1) petrol degredasyon yetenekleri birbirine benzer olmasi ve bu
iki izolatinda ayni tiir olarak teshis edilmesinden dolay: takip edilen asamalarda bu
tirlerden sadece birtanesi segilmistir. Kisaca, bir sonraki adim igin ti¢ izolat (PB6, PB4

ve PB7) secilmistir.

Izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal dzellikleri incelendiginde maksimum

ham petrol biyodegredasyonu gosteren izolatlardan PB6’nin %0-12 tuz, pH 6-10 ve 10-
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40°C sicaklik, PB4’tin ise %0-15 tuz, pH 6-9 ve 5-40°C sicaklik degerlerinde
gelisebildigi gozlemlenmistir. Bu yoniiyle elde edilen sonuglar literatiir verileriyle
uyusmaktadir (Fernandez et al. 2003; Xu et al. 2007). Ayrica izolatlarin genis tuz ve
sicaklik degerlerinde tireyebilmesi, onlarin farkli deniz ve okyanuslarda meydana gelen

petrol kontaminasyonunun gideriminde kullanilma potansiyelini arttirmaktadir.

Bakteri suslarmin petrol hidrokarbonlarinin parcalanmasinda kullanilabilecegine dair
farkli calismalar mevcuttur. Ornegin, Al-Dhabaan 2018 yilinda yapmis oldugu
caligmada Bacillus subtilis bakterisinin 14. giiniin sonunda sivi ortamda ve toprakta

bulunan hidrokarbonlari sirasiyla %38 ve %30 oraninda parcaladigini gostermislerdir.

Baska bir calismada, termofilik Bacillus olan NG80-2 susunun sadece C15-C36
alkanlar1 parcaladigi, C8-C14 ve C36°dan uzun zincirli alkanlar1 pargalayamadig: tespit
edilmistir (Sorkhoh et al. 1993). Yine Gutierrez et al. 2018 yilinda yapmis olduklari
calismada Alteromonas sp. TK-4 susunun yalnizca C12-C15, Cycloclasticus sp. TK-8
susunun ise C14-C15 hidrokarbonlarin1 parcaladigini bildirmiglerdir. Bu sonuglar,
kompleks hidrokarbonlarin biyoremediasyonu igin tek bir bakteri susunun kullaniminin

yeterli olmadigini1 gostermektedir.

Birg¢ok bilim adami, toprak, (Bartha and Bossert 1984; Das and Chandran 2011) tatli su
(Cooney 1984; Das and Chandran 2011) ve deniz ortamlarindaki ham petrol (Floodgate
1984; Atlas 1985; Das and Chandran 2011; Ghorbannezhad et al. 2018) gibi karmagik
hidrokarbon karigimlarinin biydegredasyonu igin genis enzimatik kapasiteye sahip
kanisik kiltiir populasyonlarinin gerekli oldugunu bildirmistir. Bu bilgiler 1518inda,
bakterilerin tek basina ve ya ko-kiiltlirler halinde ham petrolii par¢alama potansiyelleri
arastiritlmistir. Calisma sonucunda test edilen biitiin ko-kiltiirlerin, tekli kullanima
oranla daha yiiksek ham petrol biyodegredasyonu gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle en
yiiksek ham petrol biyodegredasyonu PB6 ve PB4 kodlu izolatlarin ko-kiiltiiriiyle
basarilmistir. Bu sonuglara dayali olarakta, ¢alismanin takip eden asamlarinda PB6 +

PB4 ko-kiiltiirii kullanilmastir.
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Aragtirmacilar, ham petroliin basaril bir sekilde parcalanmasi i¢in azot kaynaginin cinsi
ve konsantrasyonunun da ¢ok énemli oldugunu belirmislerdir (Cooney 1984; Rosslee et
al. 2019). Das and Chandran (2011) tatli su ve denizel ortamlarda biiyiik bir petrol
dokiintiisii meydana geldiginde, karbon kaynagi miktarinin énemli 6lgiide arttigini ve
petroliin mikrobiyal olarak pargalanabilmesi icin ortama azot ilavesi gerektigini
bildirmislerdir (C/N oranini azaltmak maksadiyla). Bu bilgi g6z 6niine alinarak, mevcut
calismada, 5 farkli azot kaynaginin ham petrol biyodegredasyonu iizerine olan etkiside
arastirilmistir. Bu azot kaynaklar1 da dogrudan petrol tabakasi iizerine serpilerek azotun
olabildigince petroliin igerisinde kalmasi saglanmistir. Bu sayede denizel ortama
verilecek olan azot kaynagmin deniz ortaminda yayilmasinin Oniine gecilmesi
hedeflenmistir. Mevcut deneyler, maksimum par¢alanmanin, 2 g/l amonyum siilfat
ilavesi yapilan deniz suyu ortaminda basarildigin1 ortaya c¢ikarmistir. Ham petroliin
parcalanmasinda kullanilan bakterinin tiiriine gore besiyerine ilave edilen azot
kaynaklar1 degiskenlik gosterse de amonyum siilfatin ham petrol biyodegredasyonunu
arttirdigina yonelik literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Ozyurek ve Bilkay 2018;
Gao et al. 2019; Roslee et al. 2019). Urenin biitiin konsantrasyonlari ve potasyum
nitratin yliksek konsantrasyonlarinda kontrole oranla ham petrol par¢alanmasini azaldig:
tespit edilmistir. Bu durumun ilk olast agiklamasi bu azot kaynnaklarinin hiicre
biiylimesini ve/ ve ya parcalamada gorev alan enzimleri inhibe etmesi olabilir. Diger bir
olas1 aciklama ise, deneyler non-steril kiiltiir sartlarinda gergeklestigi i¢in deniz suyunun
igerisinde mevcut olan ancak parcalama yetenegi bulunmayan bazi bakterilerin bu azot

kaynaklarimi cok daha i1yi kullanarak baskin hale gelmesidir.

Yapilan c¢alismalar sonucunda, petrol hidrokarbonlarinin biyodegradasyonunda
sicakligin 6nemli bir faktor oldugu belirtilmistir (lbrahim et al. 2020). Sicaklik
kirleticilerin kimyasini dogrudan etkileyerek ve aym1 zamanda mikrobiyal floranin
fizyolojisini ve cesitliligini degistirerek hidrokarbonlarin biyodegradasyonunda 6nemli
bir role sahiptir (Ibrahim et al. 2020). Das and Chandran 2011 yilinda yapmis olduklari
caligmada, diisiik sicaklik degerlerinin, ham petroliin viskozitesini arttirdigini, toksik
olan ve diisiik molekiiler agirligina sahip hidrokarbonlarin uguculugunu azalttigini ve

biyo-bozunmay1 geciktirdigini tespit etmislerdir. Bagka bir ¢alismada (Venosa and Zhu
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2003), ham petrol ile kontamine olmus topraklarin maksimum biyodegredasyonu igin
optimum sicaklik degerinin 30-40°C ve denizel ortamlarda ise 20-30°C’de oldugunu
gozlemlemislerdir. Biz de yapmis oldugumuz bu galismada sicakligin ham petroliin
parcalanmasi iizerine etkili oldugunu ve maksimum parcalanmanin literatiir verilerine
paralel olarak 25°C’de gergeklestigini tespit ettik. Bu yoniiyle sonuglarimiz literatiir
verileriyle uyusmaktadir. Her ne kadar maksimum pargalanma 25°C’de gergeklesse de
15-30°C araliklarinda da izolatlarimizin yiliksek ham petrol biyodegredasyonunu
gerceklestigi  goriilmektedir. Ayrica iilkemizde bulunan denizlerin su sicakliklar
mevsimlere gore degisiklik gostermekle beraber, bu degerler Akdeniz i¢in; 30-16,5°C,
Karadeniz igin; 27-12°C, Ege denizi igin; 29-16°C ve Marmara i¢in 26-10°C
araligindadir (Cevre ve Sehircilik Bakanligi ve Tiibitak MAM 2016). Bu yoniiyle de
denizlerimizde meydana gelecek bir ham petrol kontaminasyonunda, tez ¢alismamizda

elde ettigimiz bakterilerin kullanilabilecegi agikardir.

Denizlerde meydana gelen ham petroliin kisa siirede temizlenmesi, ortaya g¢ikacak
ekonomik ve saglik problemlerinin asgariye ¢ekilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu
amagcla, ¢alismamizda inkiibasyon siiresinin optimizasyonu yapilmistir. Analizler
sonucunda, erlenlerde (kiiciik hacimlerde) maksimum pargalanmanin 12 giinde yapildig
saptanmistir. Bu parametre i¢in literatiir verileri incelendiginde bir ¢ok farkli sonuca
rastlanmaktadir. Bizim verilerimize pararlel olarak, lbrahim et al. 2020 yapmis
olduklar1 ¢calismada, Halobacillus cinsine ait bir tiirtin, ticari Busnell Haas Medium ve
%1 ham petrol igeren besiyerinde 12 giinde maksimum pargalama gdsterdigini tespit

etmislerdir.

Calisgmamizin dogal ortama uygulanabilirligini test etmek amaciyla, biiylik hacimlerde
ham petroliin parcalanma miktari test edilmistir. Bunun i¢in, agz1 agik biiyiik bir plastik
kaba deniz suyu dolduruldu (25 L) ve iizerine 450 ml ham petrol ilavesi yapildi.
Bakteri inokiilasyonu ve amonyum siilfat ilavesi gerceklestirildikten sonra, 4’er giin
araliklarla 6rnek alinip par¢alanma miktart analiz edildi. Erlenlerdeki ortaminin aksine
(12 giin), plastik kap ortaminda maksimum parcalanma oranina 16. giinde ulasilmis

daha uzun inkiibasyon siirenin ise degredasyon miktarini arttirmadig: tespit edilmistir.



69

Erlen ortamina oranla daha biiyiikk hacimdeki deniz suyu ortaminda %15 daha az
biyodegredasyon tespit edilmistir. Bununla birlikte, biiyilk hacimde elde edilen
parcalanma oranininda yliksek oldugu goriilmektedir. Bu yiizden, ydntemimizin dogal

ortamlarda uygulanabilir oldugu diistintilmektedir.

Yapilan GC-MS anlizleri sonucunda, bakterilerin ko-kiiltiirlerinin, tekli kiiltiirlere gore
daha yiiksek oranda ham petroliin biyodegredasyonunu gergeklestirdigi saptanmuistir.
PB6 ve PB4 kodlu izolatlarin ko-kiiltiirlerinin optimize kosullar altinda C9-C12, ve
C16-C29 hidrokarbonlarinin %100’Unii, C13-C15 hidrokarbonlarinin ise %85’ine
yakinini pargaladigi tespit edilmistir. Literatiir verileri incelendiginde Ibrahim et al.
2020 Halomonas sp. izolatiyla yapmis olduklari ¢alismada, C14-C28 hidrokarbonlarinin
%47’sinin pagalandigini bildirmislerdir. Bagka bir arastirmada (Tian et al. 2019), ise
Pseudomonas sp. ve Bacillus sp. izolatlariyla BHM ilaveli besiyerinde, 30°C’de, 14
giin siire ile, 170 rpm’e ayarli ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmis, C9-C20
hidrokarbonlarinin  %72’sini, C21-C26 hidrokarbonlarinin %82’sini ve C27-C39
hidrokarbonlarin1 %74’{inii parcaladigini gbézlemlemislerdir. Mevcut calisma literatiir
verileriyle kiyasslandiginda, BHM, MSM gibi ticari tuzlarin kullanilmamasi ve
calkalamanin 50 rpm olmasina ragmen, yiiksek biyodegredasyon miktarlarina

ulasilmasi, prosesimizin diger arastirmalara gore iistiin oldugunu ortaya koymaktadir.

Sonug olarak;

e Ham petrol kirlilikleri, c¢ok ciddi ekolojik, ekonomik ve saglik sorunlarina yol
agmaktadir. Buna karsin, mevcut fiziksel ve kimyasal temizleme yontemleriyle, bu
sorunlarin ¢6ziilmesi miimkiin goriillmemektedir. Tez galismasi ile, fiziksel ve kimyasal
yontemlere alternatif, onlarin dezavantajlarin1 biiyiik 6lciide ortadan kaldiran, ¢evreye
dost, maliyeti ve is giicli diisiik olan, etkin bir biyoremediasyon yontemi onerilmistir.

e Alcanivorax ve Rhodococcus cinslerinin, ham petroliin pagalanmasinda etkin rol
oynadigi bilinse de, Alcanivorax venustensis ve Rhodococcus gingshengii tiirlerinin ko-

kiiltiirlerinin biyodegredasyon 6zellikleri ilk defa bu calisma ile ortaya konmustur.
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e Yapilan deneylerde, miimkiin olduk¢a dogal ortam kosullart korunmaya
caligtlmigtir. Ticari besiyerleri yerine direkt deniz suyu kullanmis olup, biiyiik
hacimlerde agzi acgik kaplarda ham petrol biyodegredasyonu gergeklestirilmistir. Bu
yoniiyle mevcut tez c¢alismasindan elde edilen sonucglarin, dogal ortamlara

uygulanabilirliginin oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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