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HAM PETROL, SONDAJ GAMURU VE CAMUR GUKURUNDAN iZOLE
EDILEN MiKROORGANIZMALAR ILE PETROL BiYOYIKIMININ
ARASTIRILMASI

Sezen BILEN OZYUREK
Doktora, Biyoloji Bolimu
Tez Danismani: Dog. Dr. Isil SEYIiS BILKAY
Aralik, 2016, 103 Sayfa

Bu calismada, ham petrol, sondaj ¢camuru ve ¢camur ¢ukurunda bulunan mikroorganizmalarin
izole edilmesi, tanimlanmasi ve bu mikroorganizmalarin kullanimi ile petrol biyoyikimi
amaclandi. Ham petrolden Proteus mirabilis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis; camur ¢ukurundan Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis; sondaj c¢amurundan ise Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
tequilensis, Bacillus axarquiensis, Enterobacter cloacae suslarinin izole edildikleri belirlendi.
Izole edilen ve tamimlanan tiim mikrobiyal tiirlerin petrol biyoyikim oranlar1 karsilastirildi. Bu
baglamda; petrol biyoyikimindaki en etkili suslarin % 59,5 ile K. pneumoniae ve % 50,5 ile
B. axarquiensis oldugu belirlenerek, ¢calismanin devaminda kullanilmak {izere secildi. Her iki
tiir i¢in petrol biyoyikiminin en etkin oldugu fizyolojik kosullarin pH 7° de, % 1 (v/v) petrol
konsantrasyonunda, % 2 kiiltiir konsantrasyonunda, 150 rpm ¢alkalama hizinda, 25 °C’ de ve 7
giinde oldugu belirlendi. Uygun fizyolojik kosullarin tamamlanmasi ile K. pneumoniae igin
% 66,5; B. axarquiensis i¢in % 65,0 petrol biyoyikim oranlar1 elde edildi. Petroliin
besiyerindeki emiilsiyonunu arttiran ¢esitli siirfektan (Triton X:100, Tween 80, Tween 20)
kaynaklariin petrol biyoyikimina etkisi incelendiginde; siirfektan kaynagi olarak Triton

X:100> in bulundugu ortamda K. pmreumoniae’ nin petrol biyoyikimi % 68 iken



B. axarquiensis’ in % 66 oldugu belirlendi. Buna ek olarak, K. pneumoniae ve B. axarquiensis
suslarinda biyosiirfektan iiretimi daralma-yayillma ve petrol yer degistirme yontemleri ile
belirlendi. Ayrica liretim ortamina ilave edilen farkli karbon kaynaklarindan (glukoz, laktoz,
maltoz, sukroz), glukozun K. pneumoniae’ nin petrol biyoyikimmi % 71° e; maltozun
B. axarquiensis’ in petrol biyoyitkimimi % 73 e yiikselttigi belirlendi. ilaveten, iiretim ortamina
farkli azot kaynaklarinin eklenmesiyle (maya ekstrakti, lire, NH4NO3, (NH4)>SO4, NaNOs3,
KNOs;, NH4H2PO4); maya ekstraktinin K. pneumoniae’ nin petrol biyoyikimmi % 72,5’ e;
NaNO3’ iin B. axarquiensis’ in petrol biyoyikimmi % 74’ e yikselttigi belirlendi. Karisik
kiiltiirin petrol biyoyikimina etkisi incelendiginde; K. pneumoniae ve B. axarquiensis karigik
kiiltiirtiniin petrol biyoyikiminda (% 74) 6nemli bir artis saglamadigi saptandi. Ham petrolden
izole edilen mikroorganizmalara ait karigik kiiltiirlin petrol biyoyikim oranmin (% 21,5)
olduke¢a diisiik oldugu belirlenirken; ¢camur ¢ukurundan ve sondaj ¢amurundan izole edilen
mikroorganizmalara ait karisik kiiltiirlerin petrol biyoyikim oranlarinin sirasiyla % 68 ve % 73
oldugu belirlendi. % 1 oraninda petrol iceren toprak Orneklerindeki petrol biyoyikimi
degerlendirildiginde; K. pneumoniae igin steril toprakta % 46, steril olmayan toprakta % 61,5;
B. axarquiensis i¢in steril toprakta % 32, steril olmayan toprakta % 57,5; s6z konusu tiirlerin
karigik kiiltlirii icin steril toprakta % 50,5, steril olmayan toprakta % 78,5 petrol biyoyikimi
elde edildi. % 1 oraninda petrol igeren deniz suyu Orneklerindeki petrol biyoyikimi
degerlendirildiginde, K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile etkin bir biyoyikim elde
edilmezken suglarin tireme yogunluklarinin da oldukga diisiik oldugu saptandi. Caligmamizin
son asamasinda, K. pneumoniae susuna ait petrol biyoyikimi gaz kromatografisi (GC) analizi
ile incelendiginde; ozellikle Cio ve Cyo araligindaki hidrokarbonlart % 90 ve Czo ve Cax2

araligindaki hidrokarbonlar1 % 75’ in {izerinde biyoyikima ugrattig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: K. pneumoniae, B. axarquiensis, petrol, biyoyikim, hidrokarbon, sondaj

¢amuru, ¢camur ¢ukuru



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PETROLEUM BIODEGRADATION BY
MICROORGANISMS ISOLATED FROM CRUDE OIL, DRILLING
FLUIDS AND MUD PIT

SEZEN BIiLEN OZYUREK
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Isil SEYiS BiLKAY
December, 2016, 103 Pages

In this study, the aim was the isolation, identification and biodegradation of petroleum by
microorganisms which exist in crude oil, drilling fluid and mud pit as well as petroleum
biodegradation with these strains. It was determined that Proteus mirabilis, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis were isolated from crude oil; Bacillus subtilis subsp.
spizizenii, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis were isolated from mud pit and Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus tequilensis, Bacillus axarquiensis, Enterobacter
cloacae strains were isolated from drilling fluid. Petroleum biodegradation rates of
microorganisms, which were isolated and identified, were compared. In this regard,
K. pneumoniae with 59.5 % and B. axarquiensis with 50.5 % were identified as the most
effective stains in petroleum biodegradation and selected to be used in continuation of this
study. For both strains, most effective physical conditions for petroleum biodegradation were
determined as pH 7, petroleum concentration 1 % (v/v), culture concentration 2 %, rotation
speed 150 rpm, at 25 °C and 7 days. Biodegradation rates of 66.5 % for K. pneumoniae and
65.0 % for B. axarquiensis were obtained under the above-mentioned physical conditions.

When the effect of several surfactants (Triton X:100, Tween 80, Tween 20), which increase


http://www.zargan.com/tr/q/continuation%20of%20a%20business-ceviri-nedir/continuation%20of%20a%20business-turkce-ne-demek

emulsification of petroleum in the medium, on petroleum biodegradation were investigated, in
the presence of Triton X:100 as surfactant source, biodegradation rates of 68 % for K.
pneumoniae and 66 % for B. axarquiensis were determined. In addition, biosurfactant
production was determined in K. pneumoniae and B. axarquiensis strains with drop-collapse
and oil displacement methods. Also, with addition of different carbon sources (glucose,
lactose, maltose, sucrose), it was determined that glucose increased petroleum biodegradation
of K. pneumoniae to 71 % and maltose increased petroleum biodegradation of B. axarquiensis
to 73 %. Furthermore, with addition of nitrogen sources (yeast extract, urea, NH4NOs3,
(NH4)2S04, NaNOs3;, KNOs, NH4H2POs); yeast extract increased petroleum biodegradation of
K. pneumoniae to 72.5 % and NaNOs3 increased petroleum biodegradation of B. axarquiensis
to 74 %. When effect of mixed culture on petroleum biodegradation was investigated, it was
determined that mixed culture of K. pneumoniae and B. axarquiensis did not have significant
effect on petroleum biodegradation (74 %). Low biodegradation rate (21.5 %) was determined
for mixed culture of strains isolated from crude oil; biodegradation rates of 68 % and 73 %
were determined for mixed cultures of strains isolated from mud pit and drilling fluid,
respectively. When biodegradation of petroleum in soil samples with 1 % crude oil was
investigated, petroleum biodegradations were; for K. pneumoniae 46 % in sterile soil and 61.5
% 1n nonsterile soil; for B. axarquiensis 32 % in sterile soil and 57.5 % in nonsterile soil and
mixed culture of these strains 50.5 % in sterile soil and 78.5 % in nonsterile soil. When
petroleum biodegradation in seawater samples including 1 % petroleum was investigated;
efficient biodegradation was not obtained and very low growth densities were determined for
K. pneumoniae and B. axarquiensis. In last stage of our study, when petroleum biodegradation
of K. pneumoniae was investigated with gas chromatography (CG) analysis, biodegradation
rates above 90 % for hydrocarbons ranging from Cio and Czo and biodegradation rates above

75 % for hydrocarbons ranging from Cyo and Cz2, were determined.

Keywords: K. pneumoniae, B. axarquiensis, petroleum, biodegradation, hydrocarbons,

drilling fluid, mud pit
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1. GIRIS
Petrol, yer altinda tortul kayalar i¢inde dogal olarak meydana gelen, rengi kahverengiden
siyaha degisebilen yanic1 Ozellikteki sivi maddedir. Petrol temel olarak farkli oranlardaki
karbon ve hidrojen atomlarinin yaninda; azot, siilfiir ve oksijen ile % 1° den (v/v) daha az
oranda fosfor ile ¢esitli agir metallerden olusmus heterojen sivi olarak bilinmektedir [1, 2, 3].
Petrol, topraktaki tarimsal verimliligin diistisiiniin yaninda yer alt1 sularinda neden oldugu
organik kirlenme ile ekonomik kayiplar olusturmaktadir [4]. Petrol ve dogal gaz boru hatlar
ve petrol kuyularinda meydana gelen sizintilar, petrol atiklarinin ortadan kaldirilmasinda
uygulanan yanlis yontemler ile cesitli insan faaliyetleri ve kaza sonucunda olusan petrol
dokiilmeleri gibi farkli sekillerde olusmus petrol kirlilikleri s6z konusudur [5]. Bunlara ilave
olarak; petroliin iiretimi, sondaj operasyonlar1 ve uygunsuz sekilde birakilmis petrol kuyulari
da toprak, yiizey ve yeraltt sularindaki petrol kontaminasyonlarmin en Onemli

kaynaklarindandir [6].

Petrol kirliliginin ¢evreden uzaklastirilmasinda kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemlerin
yaninda biyolojik iyilestirme (biyoremediasyon) en ¢ok tercih edilen yontemlerin basinda yer
almaktadir. Biyoremediasyon; petrol gibi toksik organik Kkirleticilerin mikroorganizmalar
tarafindan CO», H>O ve inorganik bilesikler gibi zararsiz iiriinlere doniistiiriildiigii, cevre ile
dost ve diisiik maliyetli bir siirectir. Petrol ile kontamine alanlarin yaklasik % 25’1 dogal
remediasyon yontemleri ile temizlenmektedir [7]. Petrol kirliliginin giderilmesinde biyolojik
arttirma (biyoaugmentasyon) ve biyolojik stimiilasyon (biyostimiilasyon) olmak iizere iki
temel yaklasim bulunmaktadir [8]. Bu baglamda, petrol kirleticilerinin ¢evreden
uzaklagtirilmasinda ¢esitli mikroorganizmalar 6énemli rol oynamaktadir. Pseudomonas sp.,
Klebsiella sp., Sphingomonas sp., Moraxella sp., Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., ve
Proteus sp. en sik karsilagilan Gram negatif; Bacillus sp., Moraxella sp. ve Actinomeycetesler
en sik karsilagilan Gram pozitif bakteriler arasinda yer almaktadir [9, 10].
Mikroorganizmalarin petrol hidrokarbonlarima karst olan biyoyikim etkinlikleri farklilik
gostermekle birlikte biyoyikim spesifik enzim sistemleri araciligt ile gerceklesmektedir.
Bunun yaninda, mikrobiyal hiicrelerin substratlara tutuklanmasi ve biyosiirfektan iiretimi
petrol biyoyikimini artiran diger mekanizmalar arasinda yer almaktadir [8]. Biyoremediasyonu

hedef alan biyoyikim siirecinde uygun mikroorganizmanin ve yontemin segilmesi ile beraber



kosullarin optimize edilmesi, biyoyikim siirecinin gelismesi ve biyoyikim oraninin arttirtlmasi

acisindan oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir [11, 12].

Bu ¢alismada, ayn1 petrol sahasina ait ham petrol, camur ¢ukuru ve sondaj ¢amuru gibi ii¢
farkli numuneden farkli bakteriyel tiirlerin izole edilerek tanimlanmasi ve s6z konusu bu
bakteriyel suslarin petrol biyoyikiminda kullanilmasi amaglandi. Ham petrol, sondaj camuru
ve ¢amur ¢ukuru gibi ortamlardan izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmasi, biyolojik
iyilestirme ¢alismalar1 ve petrol endiistrisine katki saglamasi agisindan énemlidir. S6z konusu
suglarin petrol biyoyikimlar1 kolorimetrik, spektrofotometrik ve gravimetrik yontemler ile
incelendi. Klebsiella pneumoniae ve Bacillus axarquiensis suslarinin petrol biyoyikimlar1 gaz
kromatografisi (GC) analizi ile desteklenerek s6z konusu suslarin petrol biyoyikimini en etkin
sekilde gerceklestiren bakteriyel tiirler oldugu belirlendi. Calismamizin devaminda
kullanilmak {iizere se¢ilen iki farkl tiir (Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve Bacillus
axarquiensis NR104919) ile en uygun fizyolojik kosullar arastirilarak, petrol biyoyikiminin
arttirllmas1 amagclandi. Fiziksel ve kimyasal 06zelliklerinin yaninda mikroorganizmalar
tarafindan kullanilabilirligi farkli olan c¢esitli petrol kaynaklarinin biyoyikimi K. pneumoniae
ve B. axarquiensis suslar ile arastirildi. Farkli slirfektan kaynaklarinin K. pneumoniae ve
B. axarquiensis suslariin petrol biyoyikimi iizerine etkileri belirlendi. Petrol biyoyikiminda
biyosiirfektanlarin Triton X:100, Tween-80 ve Tween-20 gibi siirfektanlara gore daha etkili
olmas1 nedeniyle, s6z konusu tiirler ile biyosiirfektan iiretimi arastirildi. Petrol biyoyikiminda
karbon azot dengesinin 0nemli oldugu bilinmektedir. Bu baglamda, calismamizda {iretim
ortamina ilave edilen farkli karbon ve azot kaynaklarmin petrol biyoyikimi iizerine etkileri
incelenerek petrol biyoyikiminda artisa neden olan karbon ve azot kaynaklar1 saptandi. Petrol
biyoyikiminda karigik kiiltiiriin avantajli oldugu bilinmektedir. Bu dogrultuda, petrol
biyoyikiminda etkin olan K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslarinin karigik kiiltiirii ile ham
petrol, sondaj camuru ve camur c¢ukurundan izole edilen mikroorganizmalarin karigik
kiiltiirlerinin petrol biyoyikim oranlar1 belirlendi. K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslar1 ve
suslarin karisik kiiltiirlerinin petrol ile kontamine olmus toprak ve deniz suyu ortamlarindaki
petrol  biyoyikimlar1 incelenerek, calismamiz in-situ  biyoremediasyon  siirecinde
kullanilabilirligi agisindan da degerlendirildi. Calismamizin son asamasinda Klebsiella
pneumoniae’ nin petrol biyoyikim sonucu gaz kromatografisi ile gerceklestirilen detayl

hidrokarbon analizi ile desteklendi.



Calismamizda; 6zellikle petrol sahasinda bulunan ham petrol ve sondaj ¢gamuru numunelerinde
bulunan mikroorganizmalarin izole edilmesi ve tanimlanmasi biyoremediasyon agisindan
oldukca onemlidir. Bunun yaninda, petrol ve dogal gaz endiistrisi agisindan bakildiginda,
yiiksek maliyete sahip sondaj ¢amuru ile O6nemli bir enerji kaynagi olan petroliin
mikroorganizmalar tarafindan biyoyilkima ugratilabilmesi biiyiikk ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu baglamda, calismamizda da petrol sahasindan izole edilen suslarin
tanimlanmast  petrol endiistrisi  agisindan  olduk¢a Onemlidir. Tanimlanan tiim
mikroorganizmalara karsit uygun bakterisidal ajanlarin gelistirilmesi ve kullanilmasi, soz
konusu ekonomik kayiplarin Oniine gegecektir. Calismamizda elde ettigimiz veriler
dogrultusunda, petrol biyoyikiminda kullanilmasini 6nerdigimiz K. pneumoniae ve B.
axarquiensis suslari, petrol biyoyikimimmi amaglayan biyoremediasyon ¢aligsmalarina;
tanimlanan tlim suslar ise enerji sektoriiniin  yaninda farkli ¢evre biyoteknolojisi

aragtirmalaria katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGIi
2.1.Petrol

Petrol, latince tas anlamina gelen ‘petra’ ile yag anlamina gelen ‘oleum’ kelimelerinden
olugmustur. Dogal olarak yer altinda bulunan petrol, ¢esitli hidrokarbonlarin bilesiminden
meydana gelmistir. Yogun, yanici 6zellikte ve genellikle koyu renkte olan petrol dogal veya
rafineri yakit {irlinii olarak kullanilmaktadir [13]. Fosil yakitlarin arasinda yer alan petrol en
onemli enerji kaynagi olmasmin yaninda, kiiresel ¢evre Kkirleticilerinin de basinda yer
almaktadir. Petrol hidrokarbonlarinin sahip oldugu c¢esitli toksik ve karsinojenik 6zellikleri
nedeniyle ciddi oranda ekolojik sorunlara yol agmaktadir [14]. Petrol, genellikle fiziksel
ozellikleri (yogunluk, akma noktasi) ve kimyasal bilesimi (yilizdesel hidrokarbon miktar1 ve

stlfiir miktari) ile tanimlanmaktadir.
2.2. Petroliin Temel Bilesimi

Petrol hidrokarbonlari; karbon ve hidrojen bilesiklerinin yaninda nitrojen, oksijen, siilfiir ve
metal bilesiklerinin karisimi olarak tanimlanir. Petroliin temel bilesimi; element, kimyasal ve

fiziksel bilesimleri olarak ii¢ ana baglik altinda incelenebilir.
2.2.1. Element Bilesimi

Petroliin element bilesimi petroliin kaynagina gore biiyiik farkliliklar gostermesine karsin;
temel olarak petroliin % 75’inden fazlasini hidrokarbonlar olusturmaktadir. Petrol; % 82 —
% 87 karbon, % 11 - % 15 hidrojen, % 0 - % 8 siilfiir, % 0 - % 1 nitrojen ve % 0 - % 0,5
oksijen olmak iizere temel olarak 5 ana elementi icermektedir. Cesitli elementlerin karbon
atomuna olan oran1 (H/C, N/C, O/C ve S/C) hammaddenin (petrol) genel karakterinin

belirlenmesi agisindan oldukg¢a dnemlidir [15].
2.2.2. Kimyasal Bilesimi

Hidrokarbonlar temel olarak alifatik ve aromatik hidrokarbonlar olmak iizere iki ana baslik
altinda incelenebilir (Cizelge 2.1.) Hidrokarbonlarin yalnizca karbon ve hidrojen atomlarindan
olustugu bilinmekle beraber, petrol ¢esitlerine gore hidrokarbon miktar1 da farkl olabilir. Ayn

zamanda hidrokarbon bilesimi kimyasal yap1 ve molekiiler agirlik agisindan Onemli



varyasyonlar gosterebilir. Boylece, petroliin kaynak ve karakterine gore degisiklik gosteren

petrol bilesenleri bes ana grupta incelenebilir (Cizelge 2.1) [15].

Cizelge 2.1. Hidrokarbonlarin siniflandirilmasi [16].

! | ]

DOYMUS DOYMAMIS TEK BITISiK

HIDROKARBONLAR HIDROKARBONLAR HALKALI HALKALI
ALKAN r | BENZEN VE NAFTALEN
ALKEN ALKIN TUREVLERI ANTRASEN

a. Alkanlar (Parafin, n-parafin): Karbon ve hidrojen elementlerinin tekli bag yaptigi
dogrusal (dallanmamis) veya dogrusal olmayan (dallanmig) yapidaki organik bilesiklerdir.
Alkanlarda tiim atomlarin tekli bag ile birbirlerine baglandiklart ve karbon atomunun
baglayabilecegi en fazla sayidaki hidrojen atomuyla baglamasi ile doymus hidrokarbonlar

grubunda yer almaktadir. Alkanlarin genel formiilii CnH2n+2 seklindedir (Sekil 2.1)[15, 17].

b. Sikloalkanlar (Sikloparafinler, Naftenler): Karbon atomlari arasinda bir ya da daha fazla
sayida kapali halka varlig1 ile karakterize edilmektedir. Sikloalkanlarin genel formiili
CnH2(n+1-g) seklindedir. Formiildeki "n" harfi karbon atomunun sayisi, "g" harfi bilesikteki

halka sayisin1 gostermektedir (Sekil 2.2) [15, 17].



?
H—C—H ®
o .

(a) (b)

Sekil 2.1. Metanin Yapisi

(a) Temel yapisi (b) Ug boyutlu yapisi [18]

HZC o CH2

H,C — CH,
(a) (b)
Sekil 2.2. Siklobiitanin Yapisi
(a) Temel yapis1 [19] (b) Ug boyutlu yapist [20].

c. Alkenler (Olefinler): Dogrusal (dallanmamis) veya dogrusal olmayan (dallanmis) yapidaki
karbon atom zincirlerindeki karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag igermeleri iler karakterize
edilirler. Doymamis alkan analoglar1 olan alkenler petrol iceriginde nadir olarak bulunsa da,

bazen rafineri petrol iiriinii olarak karsimiza ¢ikarlar (Sekil 2.3) [1].

H H
\ _ 7/
C=¢C
/7~ N\
H , H

Sekil 2.3. Alkenlerin yapis1

(b)

(a) Temel yapist (b) Ug boyutlu yapisi [16]
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d. Tek Halkalh Aromatikler: Aromatik hidrokarbonlar fiziksel agidan diger hidrokarbonlara
benzemekle beraber biiyiikk ¢ogunlukla petrol ve komiirden elde edilmektedirler. Aromatik
hidrokarbonlar, karbon atomlar1 arasinda tekli ya da ¢ift bag ile bagh halkasal yapidaki
hidrokarbonlardir. Alt1 karbon atomundan olusan tek bir aromatik halka icermeleri ile
karakteristik bir yapiya sahiptirler. Benzen, alt1 karbon atomundan olusan en basit yapidaki tek

halkali aromatik hidrokarbondur (Sekil 2.4) [15, 17].

H t)
b
Sekil 2.4. Benzenin yapisi
(a) Temel yapisi (b) 3 boyutlu yapisi [16]
e. Bitisik Halkah Aromatikler: Petrol ve petrol tlirevleri olan polisiklik (¢ok halkalr)
aromatik hidrokarbonlar (PAH), petrol dokiilmesi ve fosil yakitlarinin tamamen yanmamasi
sonucu cevreye atilan, toksik, mutajenik ve karsinojenik organik kirleticilerdir [21]. Iki ya da
daha fazla benzen halkasina sahip hidrofobik karakterli organik bilesiklerdir [22, 23]. PAH’
larin, hidrofobik yapilarindan dolayr sudaki ¢oziiniirliikleri oldukga azken, yiiksek oranda
lipofilik 6zellige sahiptirler. Yapisinda dortten az benzen halkasi bulunduran PAH’ lar diisiik
molekiil agirlikli PAH, dort ve daha fazla benzen halkasi bulunduran PAH’ lar ise yiiksek
molekiil agirlikli PAH olarak tanimlanir (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6) (Cizelge 2.2) [24].

Sekil 2.5. Naftalenin temel yapisi [16] Sekil 2.6. Krizenin temel yapisi [25]



Cizelge 2.2. Oncelikli kirletici olarak degerlendirilen polisiklik aromatik hidrokarbon
bilesikleri [26].

Naftalen (Np) Fenantren (Phe)

Asenaften (Ane) Antrasen (An)

Floren (FIr) Piren (Py)

Benzo[a]antrasen (BaA) Krisen (Chr)
Benzo[b]floranten (BbF) Benzo[Kk]floranten (BKF)
Benzo[a]piren (BaP) Dibenz[a,h]antrasen (DahA)
Indeno[1,2,3-cd]piren(lcdP) Benzo[g,h,i]perilen (BghiPy)
Floranten (Flu) Asenaftelen (Anp)

2.2.3. Fiziksel Bilesimi

Petroliin kimyasal 6zelliklerinin yaninda fiziksel 6zelliklerinin de bilinmesi gerekmektedir.
Petrol, genellikle fiziksel 6zellikleri (yogunluk, akma noktasi) ve kimyasal bilesimi (ylizdesel
hidrokarbon miktari, asfalt igerigi ve siilfiir miktar1) ile tanimlanmaktadir. Bunun yaninda;
petroliin alevlenme noktasi, yogunlugu, viskozitesi, su i¢inde emiilsiyon olusturmasi ve
topraga karistmi gibi 6zellikleri de petroliin karakterizasyonu agisindan olduk¢a 6nem tagir.
Genellikle petrol iiriinlerinin kaynama noktalarinin 0 °C — 565 °C; yogunluklarinin 0,6 - 1,3
gr/cm?; akma noktalarmin <0 °C - > 100 °C arasinda degisim gosterdikleri bilinmektedir. Her
ne kadar bu oOzellikler, petrol biyoremediasyonu agisindan diger parametreler ile
karsilastirildiginda daha az onemli gibi goziikse de; petrol ve petrol iirlinlerinin buharlagsma
orani, su lzerinde ylizme yetenekleri, cesitli sicakliklardaki akigkanliklar1 ve hareket

yeteneklerinin belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir [17].
2.2.3.1. Yogunluk ve Ozgiil Agirhk

Yogunluk bir maddenin belirli bir sicaklikta birim hacimdeki kiitlesidir ve gr/cm? birimiyle
tanimlanir. Petroliin yogunlugu, 60 °F (15,5 °C) sicaklik ve 1 atmosfer basing altindaki
yogunlugu olarak ifade edilmektedir. Ham petroliin yogunlugu, petroliin kimyasal

bilesiminden etkilenmektedir [27]. Ozgiil agirlik; bir maddenin kiitlesinin ayni birim



hacimdeki suyun kiitlesine olan oranidir. Yogunluk ve 6zgiil agirlik kavramlari petrol
endistrisinde olduk¢a biiylik 6neme sahiptir. Ayni zamanda yogunluk, ham petroliin veya
petrol iirinlerinin suyun ylizeyindeki davranisini dolayisiyla 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.

1415
API Yogunlugu = — 1315

60°F Ozgiil Agirlik

Petroliin 6zgiil agirlig1 hafif ve agir petrol i¢in 0,8 (45,3 API); zift ve katran i¢in 1 (10 API)
civarinda degisiklik gostermektedir. Petroliin yogunlugu, 6zgiil agirhigi ve API yogunlugu

hidrometre ve pikometre kullanilarak 6l¢iilebilir [15, 17].
2.2.3.2. Viskozite (Akmazhk)

Viskozite bir akigkanin ilizerine uygulanan yiizey gerilimine karsi gosterdigi direng olarak
tanimlanir. Viskozitesi yiiksek olan sivilar agdali olarak ifade edilir. Petroliin viskozitesi
sicaklik ve basinca bagli olarak ¢ok genis bir aralikta degiskenlik gostermektedir [17]. Sivi
formda bulunan tiim petrol fraksiyonlar1 i¢in O6nemli bir ozellik olan viskozite, API
gravitesinin azalmasiyla beraber artmaktadir. Viskozite, petrol i¢in dnemli bir fiziksel 6zellik
olmasinin yaninda petroliin diger fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesine de katki saglamakta ve

petroliin bilesimi ve niteligi hakkinda bilgi vermektedir [28, 29].
2.2.3.3. Uguculuk

Uguculuk; bir sivinin veya sivilagmis gazin, sivi halden gaz hale gegme egilimi yani
buharlagsma yatkinlig1 olarak tanimlanmaktadir. Petrol ve petrol iiriinlerinin buharlagsma
yatkinliklari, sivi petrol yakitlarinin sivilastirilmig petrol gazi (LPG), benzin, motorin, ugak
yakiti, fuel oil, kerosen, dizel yakit) karakterizasyonuna gore degiskenlik gostermektedir [17].
Uguculuk, kaynama noktas1 ve yogunluk gibi fiziksel 6zellikler ile iligkilidir. Daha diisiik

kaynama noktasina sahip olan hafif bilesiklerin uguculuk 6zelliginin yiliksek oldugu



bilinmektedir. Ornegin propanin (C3) kaynama noktas: biitana (C4) oranla daha diisiik olmasi
nedeniyle uguculugu daha yiiksektir. Bu durumda propan ucuculugu daha yiiksek olan hafif
bir bilesik olarak adlandirilirken biitan agir bir bilesiktir. Uguculugu yiiksek bilesiklerin agir
bilesiklere gore yaniciligi daha yiiksektir [29, 30].

2.3. Sondaj Camuru

Petrol sahalarinda, petroliin arastirilmasi ve uygun yontemlerle ¢ikarilmasi sirasinda sondaj
camurunun kullanildig1 geleneksel yontemlerden yararlanilmaktadir. Sondaj ¢amuru; su bazli,
petrol bazli, sentetik bazli ve hava bazi olmak iizere baz sivilarina gore isimlendirilir. Su bazl
sondaj ¢amuruna ait sivi fazda su bulunurken; petrol ve sentetik bazli sondaj camurlarina ait
stvi fazda ise kimyasal yapida cesitlilik gosteren ¢esitli hidrokarbonlar bulunmaktadir.
Petroliin sondaji sirasinda sondaj matkabinin sogutulmasi ve kayganlastirilmasi, kuyudaki
basingla beraber kuyu da olasi bir patlamanin engellenmesi ve sondaj kuyusunda tikanmaya
yol agabilecek cesitli kesintilerin yiizeye getirilmesi amaciyla kullanilan sondaj ¢amuru,
yiiksek karbon igerigi ile mikrobiyal kontaminasyonun en Onemli kaynaklarindandir.
Mikroorganizmalar tarafindan gergeklesen petrol hidrokarbonlarinin biyoyikimi c¢evre
kirliliginin giderilmesi ag¢isindan olduk¢a Onemli olmasina ragmen; petrol ve dogal gaz
kuyularinda kullanilan sondaj ¢camurunun mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilerek
bozulmasi petrol endiistrisi agisindan ¢ok ciddi maliyet sorunlar1 olusturmaktadir. Sondaj
camuru; mikroorganizmalar tarafindan karbon ve siilfat kaynag:i olarak kullanilan barit,
seliiloz, lignosiilfonat igeren Onceden paketlenmis toz halindeki karigimlar ile
hazirlanmaktadir. Organik polimer bazli bu ¢amurlarin diger ¢amur tiplerine gore daha etkili,
cevreye daha az toksik ve cevre dostu olduklari gosterilmistir. Organik bilesikler iceren
polimer bazli sondaj c¢amuru bazi bakteri ve fungus gruplar tarafindan metabolize
edilebilmektedir. Sondaj ¢amurunun mikroorganizmalar ile kontamine olmasi ve s6z konusu
camurun mikrobiyal biyoyikim etkinligi; sondaj camurunun kimyasal yapisinin yaninda

sicaklik, pH gibi ¢evresel parametrelere de baghdir (Sekil 2.7) [31, 32, 33].
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Sekil 2.7. Sondaj ¢amuru [34].

2.4. Camur Cukuru

Sondaj camuru, genel olarak petrol ve dogalgaz arama ve gelistirme kuyularinda
kullanilmaktadir. Sondaj siiresince sondaj camuru kuyu igerisinde devamli olarak sirkiile
edilmekte ve bu siiregte bazi1 Ozellikleri degisim gostermektedir. Degisen bu 6zelliklerin
istenilen seviyelere ulagmasini saglamak amaciyla sondaj ¢amuru diizenli olarak kontrol
edilmekte ve gerekli miidahaleler yapilmaktadir. Sondaj ¢amuruna ait ozellikler istenilen
seviyeden ¢ok uzaklastiginda veya Ozelliklerin hedeflenen seviyeye geri getirilmesi icin
gereken maliyet ekonomik sinirlarin disina ¢iktiginda, sondaj ¢amuru atik duruma gelmis olur.
Bu asamadan sonra sondaj ¢amuru gegici olarak atik camur c¢ukurunda depolanir. Camur
cukurunda depolanan sondaj ¢amuru daha sonra atik aritim tesislerine gonderilir. Petrol ve
dogalgaz sondaj1 sirasinda hazirlanan atik camur ¢ukuru, atik sondaj ¢camurunun diginda ¢esitli
makine yaglar1 gibi farkli atiklar1 da icerebilir. Hazirlanan ¢amur ¢ukurunun hacmi, sondaj
yapilacak kuyunun derinligi ve sondaj siiresinin uzunluguna gore degisim gostermekle beraber

ortalama bir camur ¢ukurunun hacminin 1000 m® oldugu bilinmektedir (Sekil 2.8) [35].

Sekil 2.8. Camur ¢ukuru [36]
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2.5. Petrol Kirliliginin Cevreye Etkisi

Glintimiizde petrol ve petrol iirlinlerinin neden oldugu toprak kontaminasyonu tim diinyay1
ilgilendiren en 6nemli sorunlarin basinda yer almaktadir [4]. Petroliin iiretilmesi, islenmesi,
tasinmasi1 ve kullanimi farkli seviyelerde cevre kirliligine neden olmaktadir. Petrol iiretimi
sirasinda karadan iiretim siirecinde oldugu kadar denizden liretim sirasinda da sizintilar ve
petrol platformlarinda meydana gelen ¢esitli kazalar ile toprak kirliligi kadar deniz kirliligi de
onemli olmaktadir (Sekil 2.9) [37]. Denizlerde petroliin arastirilmasi ve sondaji sirasinda
meydana gelen petrol kirliligi ¢cevresel ve ekonomik sorunlara yol agmaktadir. Kirliligin ileri
boyutlara ulastig1 kiy1 kesimlerinde yasayan canlilarda 6nemli oranda hidrokarbon birikimi
oldugu belirlenirken, a¢ik denizlerde yasayan canlilardaki 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 canlilarinda ppb
diizeyine ulastigi gosterilmistir. Yapilan arastirmalarda, 10-30 ppb diizeyindeki petrol
diizeyinin fitoplanktonlarda fotosentezi uyardigi ancak 60-200 ppb ve daha yiiksek petrol
oranlarinin  fotosentezi  yavaslattigt  gosterilmistir  [38]. Petrol hidrokarbonlarinin
mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve insan sagligi lizerinde toksik etki gosterdigi kabul
edilmistir [4]. Petrol hidrokarbonlarinin neden oldugu kontaminasyonlar g¢esitli canlilar
tizerinde karsinojenik, mutajenik ve norotoksik etkilere yol agmaktadir. Petrol
hidrokarbonlarinin neden oldugu bu zararl etkilerin azaltilmasi i¢in yeni iyilestirme stratejileri

gelistirilerek kontol altina alinmalidir [3, 39].

Sekil 2.9. Toprak ve denizde petrol kirliligi [40].
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2.6. Petrol Kirliliginin Cevreden Uzaklastirilmasinda Kullanilan Yontemler

Petrol ve petrol bazli hidrokarbonlar ile olusan kontaminasyonlar onemli ¢evresel ve saglik
sorunlarina yol agmakta; bu nedenle meydana gelen kontaminasyonlarin temizlenmesi igin
yeni teknolojilerin gelistirilmesi ve uygulanmasi igin ilgi giderek artmaktadir [41]. Bu
baglamda; petrol kirliliginin ¢evreden temizlenmesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak

tizere ii¢ farkli yontem uygulanmaktadir.

2.6.1. Fiziksel Yontemler: Cevrede meydana gelen petrol kirliliginin fiziksel yontemler
ile ¢coziimlenmesi temeline dayanmaktadir. Kirleticinin kontamine alandan uzaklastirilarak,
ozellikle topragin tekrar eski haline donmesine imkan saglamaktadir [42]. Deniz ve tatli su

ekosistemlerinde meydana gelen petrol dokiilmelerinin temizlenmesinde tercih edilmektedir.

2.6.1.1. Yakma: Kiy1 seridinde ¢esitli bitki Ortlisii ve moloz yiginlar1 gibi yanabilir
ozelligi yiiksek ortamlarda meydana gelen petrol kirliliginin giderilmesinde veya kiyidan uzak
bolgelerde denize dokiilmiis olan petroliin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Yontemin
etkin olabilmesi i¢in, petrol tabakasi kalinliginin 2-3 mm olmasi1 ve yangina dayanikli
bariyerler ile g¢evrelenerek petroliin yayilmasi engellenmelidir. Ancak bu yontem Onemli
olclide hava kirliligine yol agarak, bitki ve hayvanlarda ciddi tahribata neden olmaktadir (Sekil
2.10) [27, 43].

Sekil 2.10. Petrol yakma [44]

2.6.1.2. Yikama: Kiy: seridi boyunca meydana gelen petrol kirliliginin temizlenmesinde

kullanilabilen bir yontemdir. Yiiksek basing ve sicak su kullanilmasi nedeniyle bu yontemin
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belirli verimli habitatlarda kullanimi uygun degildir. Insan giicii gerektiren ve zaman alan bir

yontem olmasi gibi dezavantajlara sahiptir [43].

2.6.1.3. Petrol Bariyerleri: Deniz gibi sucul alanlarda meydana gelen petrol kirliliginin
belirli bir alanda sinirlandirilarak toplanmasi ve risk altindaki bolgelerin korunmasi amaciyla
kullanilan bir yontemdir. Suyun durgun oldugu liman ve kiyr bdlgelerinde meydana gelen
petrol kirliliginin temizlenmesinde kolaylikla bu yontem uygulanabilir. Gemi ve siyirici
ekipmanlar ile belirli bir alanda toplanan kirlilik kontrol altina alinmaktadir. S6z konusu
bariyerler; Kkirli alanlarda toplanan petroliin daha kolay toplanabilecegi alanlara

yonlendirilmesi veya hassas alanlarin korunmasi maksadiyla kullanilmaktadir (Sekil 2.11)
[27].

Sekil 2.11. Petrol bariyerleri [45].

2.6.1.4. Sorbent Malzemeler: Ozellikle kiigiik miktarlardaki petrol birikimlerinin
ortamdan uzaklastirilmasinda bariyerler, havlular, yastiklar ya da graniiller gibi emici
malzemeler kullanilabilir. Bu malzemeler polipropilenden (termoplastik polimer) yapilmis
olup kendi agirliklarinin 15-20 kat1 emme kapasitesine ve batmadan yiizer durumda kalabilme
ozelligine sahiptirler. Stinme 6zelligi yiiksek olan bu emici 6zellikteki malzemeler ulasimi zor
olan alanlarda kullanilabilir. Biiyiik miktarlarda meydana gelen dokiilmelerde asil temizleme
operasyonunun ardindan kii¢iik miktarlarda kalan kirliligin giderilmesinde de kullanilabilir.
Ancak yontemin uygulanmasi i¢in fazla miktarlarda emici malzemeye ve is giiciine ihtiyag

duyulmaktadir [27, 43, 46].
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2.6.1.5. Petrol Siymricilar: Petrol ve yaglarin kimyasal ya da fiziksel oOzelliklerini
bozmadan, su yilizeyinden toplamak amaciyla tasarlanmis mekanik ekipmanlara siyirici
(skimmer) denir. Karasal ve sucul ekosistemlerde meydana gelen petrol dokiilmelerinin
temizlenmesi ve endiistriyel tesislerde iiretim sirasinda olusan yag iceren atik sulardan
kazanim saglanmasi amaciyla petrol siyiricilar kullanilmaktadir. Gemiye monte edilmis bir
toplama sistemi ile deniz yilizeyindeki petroliin mekanik olarak toplanmasi yoluyla yapilir.
Ozellikle durgun denizde etkilidir ve toplanan petrol tekrar kullanilabilir. Bir siyiricinin
kapasitesi, ortamin sicakligi (hava/su), su yiizeyindeki petrol tabakasinin kalinligina, petroliin
viskozitesine ve siyiricinin hizina gore degismektedir. Ancak bu sistemin kolaylikla
tikanabilmesi, bu yoOntemin genis petrol dokiilmelerinin oldugu bolgelerde yeterli

olamayacagini gostermektedir.

Diger temizleme yontemleri ile karsilastirildiginda fiziksel temizleme yontemlerinde kimyasal
maddelerin kullanilmamasi, ¢evreye zararin diisiik diizeyde olmasi ve sahile vuracak petrol
miktarinin azaltilmasi acisindan belirli avantajlart olmasina karsin; yiiksek maliyetli olmasi ve

is giicti gerektirmesi agisindan da dezavantajlara sahiptir [27, 43].

2.6.2. Kimyasal Yontemler: Organik kirleticilerin ortamdan tamamen uzaklastiritlmasinda
fiziksel yontemlerin tam olarak yeterli olmadigi bazi kosullarda, farkli temizleme
yontemlerine de ihtiyag duyulmaktadir. Bu yontemlerden bir digeri de kimyasal yontemlerdir.
Acik denizlerde ve dalgali kosullarda kullanilabilen bir yontem olan kimyasal yontemler;
sentetik temizleyici maddeler araciligiyla kirleticinin tamamen pargalanarak yok edilmesi veya
kirleticinin tam kati hale gelip (plastik gibi) kolay bir sekilde toplanabilmesi prensibine
dayanir. Cesitli organik ¢oziicliler veya alkali sollisyonlarm kullanildigi bu ydntemde
cogunlukla seyrelticiler (dispersantlar) kullanilmaktadir. Siirfektanlar1 da igeren dispersant
ajanlar, petroliin yiizey gerilimini azaltarak su icinde kiigiik parcalar hélinde dagilmasina
neden olur. Dagilan petrol ise, organizmalar tarafindan ve fotolitik olaylarla kolayca

pargalanabilir (Sekil 2.12) [47].

Giliniimiizde karasal ve sucul ekosistemde meydana gelen petrol kirliliginin giderilmesinde
kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemlerin oldukg¢a pahali sistemler olmasi ve kirleticilerin

tamamen yikima ugratilamamasi gibi dezavantajlar1 vardir Bu nedenle daha uygun maliyetli,
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daha az ig giicii gerektiren, giivenilir ve dogaya dost yeni alternatif yontemlerin gelistirilmesi

gerekmektedir [8, 43].

—

Sekil.2.12. Siirfektanlarin petrol ile etkilesim mekanizmasi [27].
2.6.3. Biyolojik Yontemler

Biyolojik yontemler karmasik yapidaki toksik organik kirleticilerin CO2 ve H2O gibi daha
basit inorganik bilesiklere yikildigi biyolojik yikim veya toksik organik kirleticinin toksik
olmayan bilesiklere transforme oldugu biyolojik déniistiirme temeline dayanir [3, 48, 49]. Bu
stirecin etkin bir sekilde gergeklesebilmesi i¢in; kontamine bdlgenin analiz edilmesi, ¢evre i¢in
en uygun yontemin belirlenmesi ve kosullarin optimize edilmesi gerekir. Aerobik kosullarda
daha etkin oldugu goézlenen iyilestirme siireci temel olarak yerinde (in-situ), ve dogal yeri

disinda (ex-situ) temizleme yontemlerini esas alir [11, 16].
2.6.3.1. Ex-Situ (Dogal Yeri Disinda) Temizleme Yontemi

Cesitli organik atiklar ile kontamine olmus topragin yerinden alinarak uygun alanlarda gerekli
lyilestirme uygulamalarinin yapildigi 6nemli bir siirectir. Bu yontem, in-situ yOntemin
uygulanamadig1 yerlesim bolgeleri ve endiistriyel alanlarda meydana gelen kiiciik
miktarlardaki toprak kontaminasyonlar: i¢in uygulanabilir. Sicaklik, pH, tuz ve nem gibi ¢ok
sayida faktoriin kontrol altinda tutulabilmesi nedeniyle yiiksek oranda iyilesme

saglanabilmektedir [38, 47, 50].

Arazi (Toprak) Tarmmi: Arazi iyilestirme veya arazi uygulamalari olarak da bilinen bu
yontemde; toprak yiizeyindeki yiiksek konsantrasyondaki organik kirleticinin biyoyikim ile
azaltilma esasina dayanan bir siirectir. Bu yontemde kontamine bdlgeden alinan toprak en

fazla 0.4 mm olacak kalinlikta belirli bir ylizeye yayilmakta; havalandirma veya cesitli
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niitrientler ve nem destegi ile acrobik mikrobiyal aktivite desteklenmektedir. Arazinin yeterli

olmasi durumunda etkin maliyetli ve uygun bir yontemdir [11, 12].

Ciiriitme (Kompostlama): Kompostlama toksik organik kati atiklarin biyokimyasal olarak
ayristirilmas1 temeline dayanmaktadir. Bu siiregte; termofilik kosullar altindaki (40 °C —
65 °C) mikroorganizmalar ile petrol hidrokarbonlari, cesitli ¢doziicililer, klorofenoller,
pestisitler, herbisitler, PAH ve nitro aromatik patlayicilar ile kirlenmis topraklardaki organik

atiklar aynistirilir [12, 51, 52].

Biyoyigma (Biopiles): Arazi tarimi1 ve kompostalamanin bir arada kullanildig1 bir yontemdir
[12, 51]. Petrol ile kontamine toprak belirli bir alana yigilmakta, cesitli besinler, mineraller ve
nem gibi faktorler ile aerobik mikroorganizmalarin etkinligi arttirilmaktadir. Biyoyilkim
etkinligini arttirmak igin sicaklik ve pH kontrolleri siklikla yapilmalidir. Bu yontem, organik
kirleticinin kisa zamanda etkin bir sekilde biyoyikimina imkan saglar. Organik kirleticinin %
95’ den fazlasinin biyoyikimi gergeklestirilebilirken; 50,000 ppm’ den (parts per million -
milyonda bir) daha yiiksek petrol konsantrasyonlarinda etkili degildir [53].

2.6.3.2. In-Situ (Yerinde) Temizleme Yo6ntemi

Toprak ve yer alt1 sularinda meydana gelen kontaminasyonun temizlenmesini hedefleyen bir
yontemdir. Bu yontem, ozellikle petrol kontaminasyonunun yogun oldugu 15-30 cm toprak
derinliginde ve dogal olarak petrol parcalama kapasitesine sahip mikroorganizmalarin
bulundugu durumlarda yiizey temizlenmesinden sorumludur. Yer alti biyoremediasyon
stirecinde ise devamli olarak besin ve oksijen ilavesi yapilmasi gerekir [38]. In-situ
biyoremediasyon fiziksel ve kimyasal yontemlerin yetersiz kaldigi genis alanlarda tercih
edilmektedir. Bu yontem; kirleticinin tamamen yikimini saglamasi, ¢alisanlar icin diisiik risk
olusturmasi, daha az ekipman gerektirmesi ve daha diisiik maliyetli olmas1 agisindan ¢esitli
avantajlara  sahiptir  [17]. In-situ biyoremediasyon siireci; biyostimiilasyon ve

biyoaugmentasyon basta olmak {izere farkli yontemi icermektedir.

Biyostimiilasyon:  Organik  kirleticilerin ~ biyoyikiminda  goérev  yapan  endojen
mikroorganizmalarin iiremelerinin ve metabolik aktivitelerinin ¢esitli niitrientler, e” alicilari,

pH, sicaklik, nem ve O gibi parametreler ile stimiile edildigi 6énemli bir siiregtir. Temel
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olarak; iyilestirme yapilacak alandaki cevresel kosullarin optimize edilmesi olarak ifade

edilmektedir [3, 4, 8, 54].

Biyoaugmentasyon (Biyolojik Arttirma): Organik kirleticinin daha etkin ve hizh
parcalanmasi1 icin biyoyikim kapasitesine sahip spesifik veya genetigi degistirilmis
mikroorganizmalarin kontamine bolgeye eklendigi onemli bir siirectir [3]. Ozellikle toprakta
dogal olarak bulunan mikroorganizmalarin tam olarak tanimlanmadigr veya iyilestirme

stirecini gerceklestirebilecek metabolik kapasiteye sahip olmadigi durumlarda oldukga etkindir

[4].

Biyohavalandirma: Topragin doymamis bolgesinde bulunan organik bilesenlerin endojen
mikroorganizmalar araciliiyla biyoyikimma dayanir. Ozellikle benzin, jet yakit, kerosen gibi

petrol {irlinlerinin biyoremediasyonunda oldukg¢a etkilidir [11, 12].

Biyodagitma: Topragin doymus bolgesinde bulunan organik kirleticilerin biyoyikimindan
sorumlu olan endojen mikroorganizmalarin stimiile edildigi bir siirectir. Kontamine bolgeye
cesitli borular araciligiyla hava enjeksiyonu yapilarak ¢oziinen oksijen miktarinin dolayisiyla
endojen mikroorganizmalarm aktivitesinde artis saglanmaktadir. Ozellikle dizel yakit gibi orta
agirliktaki petrol iirlinlerinin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Yontemin etkinliginde

topragin gegirgenligi anahtar rol oynamaktadir [11, 12, 55 ].
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 ¢evresel kosullara herhangi bir miidahale gerceklesmez. Organik Kirleticinin
tamamen yikima ugratildigi, kirleticinin konsantrasyonunun azaldig1 veya kirleticinin toprak
partikiillerine baglanarak cevreye yayiliminin engellendigi bir siirectir. 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 par¢alamakta

veya daha az toksik veya toksik olmayan bilesiklere kadar yitkmaktadirlar [53].
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2.7. Biyoremediasyon (Biyolojik Tyilestirme)

1960’ I yillarda Kaliforniya’ nin Santa Barbara kiy1 seridinde meydana gelen petrol
kirliliginin temizlenmesinde ¢esitli mikroorganizmalarin kullanildigi bilinmektedir [54].
Biyoremediasyon, petrol gibi organik kirleticilerin ¢evreden uzaklastirilmasinda
mikroorganizmalarin ve onlarin tiriinlerinin kullanildigr olduk¢a 6nemli bir siiregtir [56, 57]
1980’ li yillardan bu yana petrol ve diger zararli organik atiklarin biyolojik remediasyonu
oldukga biiyiik 6nem kazanmistir [54, 58]. Bu siirecte s6z konusu organik Kirleticiler COs,
H20 ve biyokiitleye doniistiiriilmektedir [11, 12]. Aym1 zamanda biyoremediasyon; 6zellikle
toprakta dogal olarak bulunan mikroorganizmalarin aktive edildigi veya biyoyikimda rol
oynayabilecek metabolik kapasiteye sahip mikroorganizmalarin ortama aktarildigi 6nemli bir
strectir. Bu  silirecte, toksik organik bilesiklerin toksik olmayan yan {riinlere
doniistiiriilmelerinin  ardindan mikroorganizmalarin sayilart normal popiilasyon diizeyine
ulasir boylece ekolojik denge bozulmadan kalmis olur. Baz1 durumlarda ortaya ¢ikan bu toksik
olmayan yan fiiriinlerden geri kazanim saglanabilir. Ozellikle uygun biyokimyasal
parametrelerin saglandigi anaerobik aritim teknolojisinde; metan bakterilerinin organik

atiklardan metan gazi iirettikleri bilinmektedir Biyoremediasyon stirecince;

o Kilor igermeyen (dehalojenize) fenolikler ve kresoller

o Dehalojenize aromatik bilesikler: Benzen, Toluen, Etil Benzen, Ksilen (BTEX)

o Polintikleer aromatik hihrokarbonlar (kreosot yag1)

o Alkanlar ve alkenler (fuel oil)

o Azot igeren heterosiklikler (piridin)

o Klorlanmis ¢oziiciiler (kloroform)

o Polikolorlanmig bifeniller (triklorobifenil)

o Klorofenoller (pentaklorofenol)

o Herbisit ve pestisitler gibi ¢ok sayida organik kirleticinin ¢evreden uzaklastirilmasi
hedeflenmekle birlikte biyoremediasyonun ilk hedefi petrol ve petrol iiriinleridir [38,
50].

2.7.1. Biyoremediasyonun Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Toksik bilesiklerin, dogal olarak c¢evrede bulunan mikroorganizmalar tarafindan toksik

olmayan bilesiklere doniistiiriildiigii biyoremediasyon siirecine ait ¢ok sayida avantajin
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olmasmin yaninda bazi dezavantajlar1 da s6z konusudur. Bu dogrultuda; toprak ve yer alti

sularinin iyilestirilmesi amaciyla uygulanan biyoremediasyon teknolojisi gelistirilmeye devam

edilmektedir [3, 59].

Bivoremediasvonun Avantajlari

Cevreye dost, ekolojik olarak giivenli ve dogal bir siirectir.

Toksik bilesikler, zararli olmayan CO2, H20 ve yag asitlerine doniistiirtiliir.
Sinirlandirilmis bir alanda direkt olarak uygulanabilir

Diger geleneksel yontemler ile karsilagtirildiginda uygun maliyetlidir.
Uygulamada kullanilacak ekipman basit ve kolay ulagilabilirdir.

Diger yontemlere kiyasla yiizey remediasyonu i¢in gereken siire daha azdir.
Atik {irlin meydana gelmez

Kirleticinin biyoyikimini takiben kirleticinin bulunmasina bagli olarak sayisal artig

gosteren mikrobiyal populasyonda dogal olarak diisiis meydana gelir.

Biyoremediasyon alaninda devam eden dogal isleyiste minimal diizeyde bozulmaya

neden olur.

Diger remediasyon teknolojileri ile birlestirilerek biyoremediasyon etkinligi artirilabilir

[3, 54, 60].

Bivoremediasvonun Dezavantajlari

Mikrobiyal etkinlik i¢in gereken c¢evresel kosullarin siirekli olarak muhafaza edilmesi

gerekir.

Diisilk  ¢oziiniirliige sahip organik kirleticilerin  yiiksek  konsantrasyonlari

mikroorganizmalarin biyoyararlanimi tizerinde toksik etki gosterir.
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e Gegirgenligi yiiksek toprak ve kanallarda uygulanabilirligi daha yiiksekken,
gecirgenligi diisiik topraklar i¢in uygun bir yontem degildir [3, 54, 61].

Petrol kirliliginin karasal ve sucul alanlardaki dogal yontemlerle uzaklastirilmasi siirecinde,
petroliin hidrokarbon konsantrasyonunun azaltilmasi petroliin kimyasal kompozisyonunda
degisime yol agmaktadir. Meydana gelen kimyasal degisim, petroliin organizmalar tizerindeki

toksik etkisinde de azalmaya neden olmaktadir.

Dogal temizleme yoOntemlerinin basinda; hava akiminin etkisi ile gerceklesen; yayilma,
buharlastirma, dagilma, emiilsiyonlagtirma, fotooksidayon, sedimantasyon ile

biyodegradasyon gelmektedir [43].
2.8. Mikrobiyal Yikim (Biyodegradasyon)

Petrol hidrokarbonlarinin ¢evreden uzaklastirilmasinda mikrobiyal yikim (biyoyikim) en
onemli ve temel mekanizmalarin basinda yer almaktadir [8]. Biyoyikim; mikroorganizmalar
tarafindan petrol hidrokarbonlar1 gibi ¢esitli kimyasal bilesiklerin enerji, hiicre kiitlesi ve
biyolojik triinlere doniistiiriilmesi olarak tanimlanmaktadir [62]. Yaklasik 80 yildan beri
belirli enzimatik kapasiteye sahip mikroorganizmalarin petrol ve petrol hidrokarbonlarini
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak biyoyikima ugratabildikleri bilinmektedir [4].
Mikroorganizmalara ait saf kiiltiirlerin, petrol gibi tek bir karbon kaynagi tlizerinde gelisim

gostermesi, mikroorganizmanin mikrobiyal yikim yetenegini isaret etmektedir [31].

Hidrokarbon biyoyikiminin ilk asamasi i¢in oksijenaz dolayisi ile serbest oksijenin ortamda
bulunmasi gerekir. Monooksijenaz aracilig ile alkanlardan olusan alkol, aldehite son olarak
yag asitlerine kadar oksitlenir. Bu agamadan sonra yag asitlerinin B-oksidasyon yolu ile
yikimi tamamlanir [1]. Biyoyikim siirecinde olusan asetil-koA TCA dongiisiine girerken,
elektronlar ETS tizerinden son elekton alicisina kadar aktarilir. Dongii hidrokarbonlarin
CO2’ye oksitlenmesine kadar devam eder. Benzen, toluen, naftalen ve ksilen gibi aromatik
hidrokarbonlar aerobik kosullarda biyoyikima ugrarlar. Bu siirecte, funguslarda karsinojenik
etki gosteren yan Triinler olusurken; bakterilerin aromatik hidrokarbonlar1 detoksifiye
edebilmeleri ve karsinojenik madde olusturmamalar1 ile biyoyikimdaki etkinlikleri

gosterilmistir [63, 64].
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Hidrokarbon biyoyikimi; petroliin hidrokarbon igerigine, ¢evresel kosullara ve mikrobiyal
topluluga bagli olarak gergeklesmektedir [63]. Biyoyikim siirecinin daha etkin ve hizli
gerceklesebilmesi i¢in; mikroorganizmalar i¢in gerekli olan en uygun sicaklik, basing, besin,

nem, oksijen ve pH gibi ¢evresel parametrelerin saglanmasi gerekmektedir [3].
2.8.1. Petrol Biyoyikimini Etkileyen Fiziksel Faktorler
2.8.1.1. Sicakhik

Sicaklik, petroliin fiziksel yapisi, petrolde bulunan hidrokarbonlarin bilesimi, mikrobiyal
poplilasyonun cesitliligi ve mikroorganizmalarin hidrokarbonlari metabolize etme hizlar
tizerinde etki gostermektedir. Sicaklik ayn1 zamanda petrol hidrokarbonlarinin ¢oziinebilirligi
tizerine de etkilidir. Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikimi genis sicaklik araliinda
gerceklesebilmesine karsin, sicakligin diismesi ile beraber biyoyikim hizinda da genellikle
diisiis gerceklesmektedir. Ozelikle diisiik sicakliklarda petroliin viskozitesi artmakta, toksik
yapidaki disiik molekiil agirlikli  hidrokarbonlarin  uguculugu azalmakta bu durum
mikroorganizmalar i¢in toksik etki yaratmaktadir. Boylesi toksik bilesiklerin petroliin
iceriginde bulunmasi, petrol biyoyikiminin baslamasinda gecikmeye neden olmaktadir. En
yiiksek biyoyikimin toprakta 30 - 40 °C’ de, tatli sularda 20 - 30 °C’ de ve deniz suyunda 15 -
20 °C’ de oldugu belirlenmistir. Hidrokarbon biyoyikimi psikrofilik, mezofilik ve termofilik
kosullar gibi genis sicaklik araliginda gergeklesebilmektedir. Mezofilik mikroorganizmalar ile
petrol hidrokarbonlarinin biyoyikimina ait ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina karsin, psikrofilik
kosullarda yasayan mikroorganizmalarin da biyoyikimda rol oynadiklari belirlenmistir.
Bunlara ek olarak, 70 °C gibi termofilik kosullarda hidrokarbon biyoyikiminin gergeklestigi
gosterilmistir [1, 8, 9, 63, 65, 66].

2.8.1.2. Oksijen

Petrol gibi organik kirleticilerin ¢ogunlukla hizli bir sekilde biyoyikima ugratildigi siireg
aerobik kosullarda ger¢eklesmektedir [8]. Molekiiler oksijenin anahtar rol oynadigi aerobik
kosullarda gerceklesen biyoyilkim siireci substratin okijenaz ile oksitlenmesi ile baslar.
Hidrokarbonlarin aerobik katabolizmasi, oksijenin son elektron alicisi olarak bulunmasi
nedeniyle oldukca hizli gerceklesmektedir. Aerobik biyoyikim siireci kadar etkili olmayan

anaerobik biyoyikim siireci ise, siilfat rediikleyen bakteriler gibi c¢esitli inorganik bilesikleri
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son elektron alicis1 olarak kullanan anaerobik bakteriler tarafindan katalizlenmektedir.
Aerobik kosullarda gerceklesen biyoyikim siireci oldukga hizli ilerlemesine ragmen; 6zellikle
yer alti sular1 ve camurlu alanlar gibi oksijenin yetersiz oldugu ¢evre kosullarinin

temizlenmesinde anaerobik biyoyikim siireci biiyiik 6nem tagimaktadir [63, 64].
2.8.1.3. pH

Mikrobiyal biyoyikim silirecindeki onemli parametlerin basinda yer almaktadir. Petrol
hidrokarbonlarinin biyoyikimi genellikle nétral pH araliginda gergeklesmesine karsin; organik
kirleticileri igeren asidik pH kosullarinda da biyoyikimin gergeklestigi gosterilmistir.
Ozellikle, heterotrofik asidofil mikroorganizmalarin, petrol ile kontamine olmus asidik drenaj

sular1 gibi agir metal ve cesitli organik kirletici igeren c¢evre kosullarinda oldukca etkin

olduklar1 belirlenmistir [16, 67].
2.8.1.4. Basing

Biyoyikim siirecinde basincin artmasi, mikroorganizmalarin substrattan biyoyararlanimlarinin
artmasina dolayisiyla biyoyikim oranlarinin artmasina katki saglamaktadir. 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 yiizeyinin az
olmasma neden olmaktadir. Ancak ortamda artan basing ile beraber, petrol akuatik faz
ylizeyine ince bir tabaka seklinde yayilir. Bu durum, fazlar arasindaki temas yiizeyinin

artmasina ve petroliin mikrobiyal yikima elverisli hale gelmesine katki saglar [68].
2.8.1.5. Petroliin yapisi ve hidrokarbon bilesimi

Petroliin yapist1 ve hidrokarbon icerigi de bir diger Oonemli parametrelerin basinda yer
almaktadir [8]. Petroliin yapisinda bulunan hidrokarbonlar; alkanlar (normal ve izo),
sikloalkanlar ve aromatikler olarak yapisal agidan siniflandirilabilir [1]. Petroliin temel
yapisini  olusturan bu hidrokarbonlarin mikrobiyal biyoyikima karst duyarliliklar
siralandinldiginda diiz alkanlar > dalli alkanlar > kii¢iik aromatikler > siklik alkanlar
seklindedir. Ozellikle kisa ve uzun zincirli alkanlar (C1o Ve C20-Cag) ile PAH’larin biyoyikimi
oldukga zordur [9, 69]. Diisiik molekiil agirlikli PAH’ lar ugucu, ¢oziinebilir ve yiiksek
molekiil agirlikli bilesiklere gore daha kolay yikima ugratilabilir 6zelliktedirler. Bir¢ok
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bakteri, diisiik molekiiler agirliga sahip PAH’ lar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilir.
Yiiksek molekiil agirlikli PAH’ lar ise topraga ve ¢esitli sedimentlere siki bir sekilde
baglanarak mikrobiyal yikima kars1 direng gosterirler. Boylece dogada uzun siire yikilmadan
kalabilirler. PAH’ lar yiiksek molekiil agirliklar1 ve hidrofobik yapilart nedeniyle tiim
hiicrelere toksik etki gostermektedir [70].

2.8.1.6. Besin veTuz

Karbon canli organizmalarin ihtiya¢ duydugu en temel besin maddelerindendir. Buna ek
olarak; bakteriler petrol hidrokarbonlarinin etkin biyoyikimi i¢in azot ve fosfor gibi
makrobesinlere de ihtiyag duymaktadir. Hidrokarbon biyoyikimi i¢in gerekli olan optimal
besin dengesi C:N:P = 100:10:4 olmalidir [4]. Besinlerin mikrooganizma igin gerekli
miktarlarda ortama eklenmesi biyoylkim etkinligini arttirirken; asir1 dozdaki besin
konsantrasyonunun biyoyikimi inhibe ettigi bilinmektedir [8]. Tuzluluk oraninin mikrobiyal
biyoyikim {izerine etkisinin arastirildigi az sayida ¢aligma bulunmasina karsin, besiyerindeki
yiiksek tuz konsantrasyonunun, bakterinin normal hiicresel aktivitesinde ve liremesinde diisiise

yol agtig1 belirlenmistir [71].
2.8.2. Petrol Biyoyikimmm Etkileyen Biyolojik Faktorler

Petrol hidrokarbonlari; bakteri ve funguslar basta olmak iizere c¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan biyoyikima ugratilabilmektedir [72]. Benzer sekilde siyanobakterilerin de
biyoyikimda rol oynadiklar1 bildirilmistir [1]. Petrol gibi ¢esitli 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 [73].

Petrol biyoyikiminda; Nocardia sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Flavobacterium sp.,
Micrococcus sp., Arthrobacter sp., Corynebacterium sp., Achromobacter sp., Rhodoccocus
sp., Alcaligenes sp., Mycobacterium sp., Bacillus sp., [31, 71], Marinobacter sp., Alcanivorax
sp., Microbulbifer sp., Sphingomonas sp., Cellulomonas sp., Dietzia sp., Gordonia sp. gibi
cinslerin etkili olduklar1 gosterilmistir [1]. Yapilan arastirmalarda; B. megaterium, P. putida,
M. luteus, B. brevis, B. pumilus ve E. aerogenes’ in de hidrokarbon biyoyikiminda etkin tiirler

olduklari gosterilmistir [74, 75].

24



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 [76].

Sahip olduklar1 farkli metabolik 06zellikler ile bakteriler, petrol kirliliginin ¢evreden
uzaklastirilmasindaki en etkin ajanlarin basinda yer almaktadir. 175 den fazla bakteri cinsinin
yalnizca hidrokarbonlar1 veya farkli besinler ile karmagsik halde bulunan hidrokarbonlari
biyoyikima ugratabildikleri belirlenmistir. Bakteriler 6zellikle petroliin yapisinda bulunan
hidrokarbonlar1; toksik, tehlikeli olmayan son iirlinlere kadar metabolize edebilme
kapasitesine sahiptirler. Petrol kirliliginin biyoremediasyonunda, uygun metabolik kapasiteye
sahip mikroorganizmalarin ortamda bulunmasi biyoyilkim i¢in ilk sarttir. Dogal kosullarda
hidrokarbon etkisine maruz kalmis ve adapte olmus mikroorganizmalarin ¢ok kisa siirede
yiksek biyoyikim etkinligi gosterdikleri bilinmektedir [54]. Petrol ile kontamine olmus
topraklarda bulunan endojen bakterilerin, petrol ile kontamine olmamis topraklarda dogal
olarak yasayan bakterilere gore petrol biyoyikim kapasitesinin ¢ok daha yiliksek oldugu
gosterilmistir [77, 78]. 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 [6, 75, 79, 80].

Cevrede meydana gelen petrol kirliliginin ardindan, toprakta biyoyikimda gorev yapan ve
plazmit genlere sahip endojen bakteri popiilasyonunda Onemli Olc¢lide artis meydana
gelmektedir. Biitiin canlilarda oldugu gibi bakterilerde de genetik bilgi DNA’ da
depolanmistir. Ancak bakterilerde genetik bilgi kromozomal ve plazmit olmak tizere iki farkli
formda bulunmaktadir. Plazmitler, biyoremediasyon siirecinde c¢esitli metabolik yollarin
aktivasyonu i¢in gerekli olan enzimleri kodlayan genleri igermektedir. Toleun, naftalen,
salisilik asit ve oktan gibi c¢esitli hidrokarbonlarin biyoyikiminda rol oynayan enzimlerin
plazmit tarafindan kodlandig1 gosterilmistir. Boylece katabolik etkinlige sahip bu plazmitler,
bakterilerin belirli organik bilesikleri biyoyikima ugratma yetenegine sahip olmasi agisindan
onemlidir. Klebsiella sp., Alcaligenes sp., Acinetobacter sp., Flavobacterium sp.,

Pseudomonas sp., Moraxella sp. ve Arthrobacter sp. gibi cinslerde katabolik plazmitin varlig:
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gosterilmistir. Plazmitler, 6zellikle biyoyikim kapasitesi arttirilmis rekombinant veya genetigi

degistirilmis mikroorganizmalarin gelistirilmesinde oldukg¢a 6nemlidir [81].

Bakteriler iirettikleri biyostirfektanlar ve ¢esitli emiilsifiye edici maddeler ile petroliin hiicreye

alinimini ve biyoyikimini kolaylagtirmaktadir [77].
2.9. Biyosiirfektanlar

Mikroorganizmalar, su ve toprak gibi gesitli ekosistemlerde kontaminasyonlara neden olan
hidrofobik yapidaki organik bilesikleri biyoyikima ugratmaktadirlar. Biyosiirfektanlar,
ozellikle petrol gibi hidrofobik yapidaki ¢oziinmeyen substratlarin hiicre membranindan
gecisini kolaylastirarak; mikrobiyal {ireme ve biyikimi 6nemli Olgiide desteklemektedir.
Biyosiirfektanlar; cesitli bakteri, maya ve filamentdz funguslar tarafindan hiicre membraninin
bir pargasi veya hiicre dis1 olarak {iretilen amfipatik yapidaki bilesiklerdir. S6z konusu
maddeler, karbonhidrat, hidrokarbon, yag ve petrol gibi karbon kaynaklarinin bulundugu sivi
ortamlarda gesitli aerobik mikroorganizmalar tarafindan tiretilmektedir. Molekiiliin hidrofobik
kism1 uzun zincirli yag asitleri, hidroksil yag asitleri ve alkil yag asitlerinden olusurken, suda
¢ozilinen hidrofilik kismi ise karbonhidrat, amino asit, siklik peptit, fosfat, karboksilik asit ve
alkolden olusmaktadir [82, 83]. Biyosiirfektanlar, kimyasal konfigiirasyonlarina gore;
glikolipitler, lipopeptitler, liposakkaritler ve oligosakkaritler seklinde smiflandirilir (Sekil
2.13).

o Diisiik agirlikl siirfektanlar: glikolipitler, lipopeptitler ve fosfolipitler

e Yiiksek agirlikli siirfektanlar: polimerik ve partikiil siirfektanlar

Hidrofobik

kisim

Hidrofilik
kisim

Sekil 2.13. Genel biyosiirfektan yapisi [82]
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Amfipatik yapidaki bu bilesikler; farkli polarite 6zellikleri gosteren sivilarin birbirleri ile
etkilesimleri (petrol/su) ile hidrofobik substratlarin hiicreye girisini saglamalarmin yaninda
yiizey-ara ylizey geriliminin azaltilmasi ag¢isindan da o©nemlidirler. Buna ek olarak,
biyosiirfektanlar hidrokarbon gibi suda ¢ozlinmeyen bilesiklerin temas yiizeyi ile beraber
mikrobiyal iiremeyi, biyoyaralanimi ve biyoyikimi arttirmasi agisindan da dnem tasimaktadir.
Biyosiirfektanlar, sucul ve karasal alanlarda meydana gelen kontaminasyonlarin
tyilestirilmesinde siklikla kullanilmasinin yaninda; ekstraksiyon, tasima ve depolama gibi
petrol {iretim zincirinin temel asamalarinda da kullanim alanlarina sahiptir. Sentetik
stirfektanlar ile karsilastirildiginda sahip oldugu avantajlari ile biyosiirfektanlara olan ilgi
giderek artmaktadir. Ayrica biyosiirfektanlarin iiretim siirecinde, tarim sanayi atik iirlinlerinin

substrat kaynagi olarak kullanilmasi da {iretim maliyetinde azalmaya neden olmaktadir [82,

84].

2.9.1. Bivosiirfektanlarin Avantajlari

e Sahip olduklar1 basit kimyasal yapilari ile biyoparcalanabilirlik,

e Diisiik toksisite,

e Spesifik fonksiyonel gruplar ile ytliksek segicilik,

e Ekstrem sicaklik, pH ve tuzluluk kosullarinda etkinlik,
Biyosiirfektanlar; kozmetik, ilag ve gida endiistrilerinde; deterjan, saglik hizmeti ve ¢evre
uygulamalarinin yaninda mikroorganizmalar aracilifiyla gelistirilmis petrol iyilestirilmeleri
(MEOR-Microbial Enhanced Oil Recovery) ile petrol endiistri siireglerinde de biiyiik 6neme
sahiptir. Ozellikle Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp. ve Candida sp., gibi
mikroorganizmalar tarafindan {retilen biyosiirfektanlarin ¢esidi, tiretim siirecleri ve
endiistriyel uygulamalar1 olduk¢a 6nem tasimaktadir [82, 85]. Literatiirde Pseudomomonas
sp.” nin yiiksek miktarda glikolipid (ramnolipid), Rhodococcus erythropolis ve Arthrobacter
sp. tarafindan trehaloz, Acinetobacter sp. tarafindan fosfolipid ve B. subtilis tarafindan
lipopetid ve Candida bombicola tarafindan soporolipid yapidaki biyosiirfektanlarin tiretiminin
gerceklestirildigi gosterilmistir. Son zamanlarda siirfektan {ireten mikroorganizmalarin izole
edilmesi, siirfektan maddenin karakterizasyonu ve remediasyon g¢alismalarindaki kullanimi

genis arastirma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir [14, 85].
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2.10. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar
2.10.1. Bacillus axarquiensis

Bacillaceae familyasinda yer alan Bacillus cinsi Gram pozitif, basil morfolojisinde, peritris
flagellalar1 ile hareketli, kemoheterotrofik aerobik veya fakiiltatif anaerobik oOzellikte ve
endospor olusturma 6zelliginde olan mikroorganizmalardir. Bacillus cinsi mikroorganizmalar
sahip olduklar1 endosporlar1 ile olumsuz c¢evre kosullarina kars1 direng gosterir ve trettikleri
cesitli metabolitler ile diger mikroorganizmalar {izerinde antagonistik etki gosterirler. Boylece
dogada ozellikle toprakta genis yayilim gosteren baskin tiirler arasinda yer alirlar ve ekolojik
oneme sahiptirler [86]. Ozellikle son on yildir Bacillus sp.” nin biyoteknolojik ve ekonomik
onemi dikkat gekmektedir. Bacillus sp’ nin tibbi, zirai, ila¢ ve endiistriyel iiriinlerin sentezinde
genis kullanim alanina sahip oldugu bilinmektedir. Bacillus sp.” nin endiistiyel alandaki
uygulamalarina vitamin ve riboniikleotitler gibi {rettikleri birincil metabolitleri ve
bakteriyosin, biyosiirfektanlar gibi ikincil metabolitleri érnek olarak verilebilir. Ilave olarak,
Bacillus sp’ nin iirettigi amilaz, lipaz, proteaz ve seliilaz gibi enzimlerinin gida, ilag, tekstil,
kagit, deri ve endiistriyel alanlarda genis kullanim alanlarma sahip oldugu bilinmektedir.
Bunlara ek olarak; s6z konusu bu cinsin karotenoid pigment ve biyopolimerler gibi
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecek gesitli kimyasallar1 da tirettikleri bilinmektedir
[87, 88].

Bacillus cinsine ait Bacillus axarquiensis tiirii Gram pozitif, basil morfolojisinde, aerobik
ozellikte ve peritris flagellalar1 ile hareketli mikroorganizmalardir. Sporlar elipsoidal yapida
ve subterminal pozisyondadir. 15 °C — 45 °C arasi gibi genis sicaklik araliginda ve pH 5 — pH
10 aralig1 gibi genis pH araliginda iireyebilmektedir. Optimum tireme 32 °C, pH 7.2 ve % 0.5
deniz tuzunda gergeklesmektedir [89].

2.10.2. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriacea familyasinda yer alan Klebsiella pneumoniae tiirti, Gram negatif basil
morfolojisinde, hareketsiz ve fakiiltatif anaerobik 6zelliktedir. Kati besiyerindeki 3-4 mm’ lik
mukoid koloniler olusturur. Tanimlanmasinda Gram boyama ve ¢esitli biyokimyasal testler

uygulanmaktadir (Sekil 2.14).

28



Sekil 2.14. Klebsiella pneumoniae [90]

K. pneumoniae’ in gesitli ¢evresel kaynaklarda gergeklesen biyokimyasal ve jeokimyasal
stireclerde oldukga etkin oldugu bilinmektedir. Sahip olduklar1 ¢esitli metabolik 6zellikleri ile
Klebsiella sp. tiirleri biyoremediasyon c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir [91, 92].
Ozellikle hidrokarbon ile kontamine olmus topraklarda biyosiirfektan iireten K. pneumoniae
tirlerinin biyoremediasyondaki etkinlikleri gosterilmistir [93]. S6z konusu tiiriin, oldukga
toksik bir bilesik olan siyaniiriin biyoyikiminda da oldukga etkili oldugu belirlenmistir [94].
Bunlara ek olarak; piren ve benzo[a]piren gibi mikrobiyal yikima diren¢ gosteren ¢esitli PAH’
larin biyoyikiminda da rol oynadiklari bildirilmistir [95]. K. pneumoniae’ nin; oksitleyici
ozellikte, yiiksek ¢oziiniirliige sahip ve biyolojik membranlara sizabilme 6zelligindeki tehlikeli
bir mutajen olan alt1 bilesikli krom bilesiklerinin etkinliginin azaltilmasinda kullanilmaktadir
[96]. S6z konusu bakteriyel tiiriin {irettigi ugucu yapidaki organik bir bilesigin civanin

biyoremediasyonda etkin oldugu gosterilmistir [97].

K. pneumoniae’ nin biyoremediasyon ¢alismalarinin yaninda; kozmetik, gida ve ilag gibi

endistriyel alanlarda kullanilan bazi polimerleri iiretme yeteneginde oldugu gdsterilmistir
[98].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Calismada Kullamlacak Numunelerin Toplanmasi

Calismamizda 2,5 L ham petrol, 1 L sondaj ¢gamuru ve 1 L atik camur ¢ukuru 6rnekleri petrol
sahasinda bulunan steril kaplara almarak Hacettepe Universitesi Cevre Biyoteknolojisi
Laboratuvarina ulastirildi. S6z konusu numuneler oda sicakliginda ve karanlik kosullarda

saklandu.
3.2. Cahsmada Kullanilacak Mikroorganizmalarin izolasyonu ve Saklanmasi

Calismamizda kullanilacak mikroorganizmalar, ham petrol, sondaj ¢amuru ve ¢amur ¢ukuru
numunerlerinden izole edildi. Izole edilen bu mikroorganizmalar % 10 gliserol iceren Beyin
Kalp Infiizyon (BHI - Brain Heart Infusion) sivi besiyerine ekilerek 37 °C’ de, 150 rpm
calkalama hizindaki inkiibatorde, 24 saat firetildi. Elde edilen kiiltirler +4 °C’ de
buzdolabinda ve -20 °C’ de derin dondurucuda saklandi. 1 ay arayla mikroorganizmalarin

pasajlama islemleri gergeklestirildi.

3.3. Mikroorganizmalarin Ekim ve Uretim Kosullari
3.3.1. Zenginlestirme Besiyerine Ekim ve Uretim

Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikiminda rol oynayan mikroorganizmalarin zenginlestirilmesi,
aerobik kosullarda ve tek karbon kaynagi olarak petrol bulunan ortamda gergeklestirildi. Bu
amagla; ham petrol, sondaj camuru ve ¢amur ¢ukuru numunelerinden 1 ml 6rnek alinarak,
icinde % 1 oraninda (v/v) petrol, % 1 oraninda Triton X:100 bulunan 50 ml’ lik Bushnell-
Hass (Sigma-Aldrich) besiyerine ekilerek 37 °C’ de, 150 rpm ¢alkalama hizindaki inkiibatorde
3 giin iiretime birakildi. Uretimin ardindan zenginlestirme amaciyla kiiltiirlerden 1 ml alinarak

taze Bushnell-Hass besiyerine ekildi ve ayn1 kosullarda tekrar tiretime birakildi.
3.3.2. Cahiymada Kullamlacak Mikroorganizmalarin izolasyonu

Ham petrol, sondaj camuru ve ¢camur ¢ukuru numunelerinden alinan 6rneklerin Bushnell-Hass
besiyerinde zenginlestirilmesi sonrasi kiiltiirlerin izolasyonunu gergeklestirmek amaciyla; her
bir numuneden 0.1 ml 6rnek alinarak nutrient agara ekildi ve 37 °C’ de 24 saat iiretildi [79].
Uretimin ardindan, nutrient agarda iireyen kiiltiirlerden farkli morfolojideki koloniler alinarak,

saf kiiltiir elde etmek amaciyla nutrient agara tek koloni ekimleri yapildi. Saf kiiltiir elde edene
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kadar ayni islem tekrar edildi. Izole edilen mikroorganizmalarin koloni morfolojileri
makroskobik olarak incelenirken, Gram boyama yontemi ile mikroskobik incelemeleri
gergeklestirildi. Saf kiiltiir oldugu diisiiniilen kiiltlirlerin sirasiyla Nutrient Agar ve Eozin-
Metilen Mavisi agar (EMB — Eosin Metyhlene Blue) besiyerlerine tek koloni yontemiyle

ekimleri sonrasi, 37 °C’ de, 24 saat liretimleri gerceklestirildi.
3.3.3. Calismada Kullanilacak Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Ham petrol, sondaj ¢amuru ve c¢amur cukurunda izole edilen s6z konusu tim suslarin
tanimlanmas1 16S ribozomal RNA analizi ile Refgen Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd.

Sti. tarafindan yapildu.
3.3.4. Petrol Biyoyikiminda Kullanilacak Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Saf kiltiir olarak elde edilen mikroorganizmalardan alinan ornekler nutrient brotha ekilerek,
30 °C’ de, 150 rpm sabit galkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde 18 saat iiretime
birakildi. Uretim sonras: tiim kiiltiirler, 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi (Eppendorf
5810R). Hiicre peleti steril % 0.9’ luk NaCl ¢ozeltisi ile muamele edilerek santrifiij islemi
tekrar edildi. Ayni islem bir kez daha tekrarlandi. Son olarak elde edilen pelet kismi steril
distile su ile siispanse edildi. Yikama islemi gerceklestirilen tiim suslarin bulanikliklari 0.8
OD’de 108 cfu/ml (colony forming unit - koloni olusturan birim) olacak sekilde, 600 nm’ ye

ayarlanmis olan spektrofotometrede kore karsi okundu (Shimadzu UV-1700) [99].
3.3.5. Petrol iceren Besiyerine Ekim ve Uretim

Ham petrol, sondaj ¢amuru ve ¢amur ¢ukurundan izole edilen mikroorganizmalar ile petrol
biyoyikiminin belirlenmesi amaciyla tek karbon ve enerji kaynagi olarak ham petrolii igeren
Bushnell-Hass besiyeri (g/L olarak: 0,2 MgSQOs4, 0,02 CaCly, 1 KH2PO4, 1 KoHPO,,
1 NHsNOgz, 0,05 FeCls) hazirlanarak ortam pH’ s1 7,0 olarak ayarlandi. 250 ml’ lik
erlenmayerlerde % 1 oraninda Triton X:100 igeren ve son hacimi 50 ml olacak sekilde
hazirlanan s6z konusu besiyerleri, 121 °C’ de 15 dakika sterilizasyona tabii tutuldu.
Sterilizasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan 45 °C’ ye kadar sogutulan besiyerlerine,
0.22 um por ¢apli CA (Seliiloz asetat) siringa filtre (Millipore) ile steril edilen petrolden % 1

(v/v) oraninda ilave edildi. Hazirlanan besiyerlerine mikroorganizmalarin % 1 oraninda
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ekimleri gerceklestirildi. Tiim suslarin iiretimi 30 °C” de, 150 rpm ¢alkalama calkalama hizina

ayarlanmis olan inkiibatorde, karanlik kosulda, 7 giinde gergeklestirildi [100].
3.3.6. Kiiltiirlerde Uremenin Olciilmesi

Calismamizda, petrol iceren ortamlardaki ireme miktart Garapati et. al. [101] tarafindan
Onerilen yontem modifiye edilerek saptandi. Ham petrollii besiyerlerinde iiretim siireci
tamamlanan tiim kiiltiirler 4000 rpm” de 10 dakika santrifiij (Eppendorf 5810R) edilerek, elde
edilen pelet steril distile su ile yikandi. Hiicre siispansiyonlart 8000 rpm’ de 10 dakika
santrifiigasyonun (Eppendorf 5417C) ardindan ayni1 islem bir kez daha tekrarlandi. Elde edilen
hiicre siispansiyonlarindaki tireme miktarlar1 600 nm’ ye ayarlanmis spektrofotometre de kore

kars1 okundu (Shimadzu UV-1700).
3.4. Petrol Biyoyikimimnin Olgiilmesi

Petrol biyoyikimi; kolorimetrik, spektrofotometrik ve gravimetrik olmak iizere sirasiyla ii¢
farkli yontem ile degerlendirilerek, petrol biyoyikiminda kullanilabilecek en etkin yontem

arastirildi.
3.4.1. Petrol Biyoyikiminin Kolorimetrik Yéntem ile Olciilmesi

Petrol biyoyikiminin kolorimetrik yontem ile belirlenmesi Selvakumar et. al. [78] tarafindan
Onerilen yontem modiye edilerek saptandi. Redoks indikator ¢ozeltisi, 1 gr 2,6-dikloro fenol
indofenol (DCPIP) (Fluka) 1 L distile su i¢inde c¢oziinerek hazirlandi (Sekil. 3.1). Bu
dogrultuda, % 1 petrol ve % 1 redoks indikatorii igeren Bushnell-Hass besiyerinde iiretilen
tiim mikroorganizmalara ait kiiltiirler 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek pelet kismi
uzaklastirildi (Eppendorf 5810R). Mavi renkli redoks indikatériinde meydana gelen renk
degisikligi 600 nm’ ye ayarlanmis spektrofotometrede kore karsi okundu (Shimadzu UV-
1700).

3.4.2.Petrol Biyoyikiminin Spektrofotometrik Yontem ile Olciilmesi

Petrol biyoyikiminin spektrofotometrik yontem ile belirlenmesi Hassanshahian et. al. [102]
tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek saptandi. Bu dogrultuda, % 1 petrol iceren

Bushnell-Hass besiyerinde iiretilen tiim mikroorganizmalara ait kiiltiirler, 4000 rpm’ de 10
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dakika santrifiij edilerek pelet kism1 uzaklastirildi (Eppendorf 5810R). Elde edilen siipernatan
kismina diklorometan (DCM) (1:2) eklenerek sivi-sivi ekstraksiyonu yapildi. Ortamda
bulunan petrol ve Triton X:100, DCM iginde ¢o6ziinerek alt faza gecerken, iist faz alt fazdan
ayrilarak uzaklastirildi. Ekstakte edilen petrol, 420 nm’ ye ayarlanmis olan spektrofotometrede
kore karst okundu (Shimadzu UV-1700). Petroliin baslangic ve son absorbans degerleri
arasindaki farkin yiizdesi % biyoyikim olarak degerlendirildi.

Sekil 3.1. DCPIP Redoks Indikatorii
3.4.3. Petrol Biyoyilkiminin Gravimetrik Yontem ile Ol¢iilmesi

Petrol biyoyikiminin gravimetrik yontem ile belirlenmesi Aparna et al. [103] tarafindan
Onerilen yontem modifiye edilerek saptandi. Kiiltiir ortamindan DCM ile gergeklesen
ekstraksiyonun ardindan, icinde petrol + DCM bulunan erlenmayerler 80 °C’ deki su
banyosunda (Memmert) 1 saat birakilarak DCM’ nin ortamdan uzaklastirilmas: saglandi.
Boylece petroliin baglangic ve son agirlik degerleri arasindaki farkin yiizdesi % biyoyikim

olarak degerlendirildi (Sekil 3.2.).

Kalan petroliin agirh@i=Ekstrakte edilen petrolii igeren erlenmayerin agirligt - Bos

erlenmayer agirligi

Toplam petrol biyoyikimi= Besiyerine eklenen petroliin agirligi - Besiyerinde kalan petroliin

agirhig

% Biyoyikim= Biyoyikilan petroliin miktari/Besiyerine eklenen petrol miktar1 X 100
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Sekil 3.2. inkiibasyon sonunda iiremeleri uzaklastirilmus kiiltiilerin DCM ile ekstraksiyonu

3.5. Petrol Biyoyikimmnin Gaz Kromatografisi (GC) Analizi ile Belirlenmesi

K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslari ile petrol biyoyikimlarmin gaz kromatografisi
analizi ile belirlenmesi amaciyla, petrol igeren Busshnell-Hass besiyerine K. pneumoniae ve
B. axarquiensis suslarmin ayr1 ayri ekimleri gergeklestirildi. Inkiibasyon 30 °C” de, 150 rpm
calkalama hizindaki inkiibatérde, 7 giin olacak sekilde gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasi
petrol DCM (1:2) ile kiltir ortamindan ekstrakte edildi. GC Analizi Encon Cevre ve
Danigmanlik Ltd. Sti. tarafindan, 15m x 0,530mm x 0,15mm kapiller kolonun (Agilent
Technologies HP1/SIMDIST) takildigi gaz kromatografisi cihazi (Agilent Technologies
7890B) ile gerceklestirildi. 1 ml numune GC cihazina enjekte edilerek, tasiyici gaz Helyum
(He) 7,4 mL/dk; enjeksiyon sicakhign 300 °C; dedektdr sicakligi 300 °C olacak sekilde
ayarlandi. Kolon firimi sicaklik programi: baslangig, 1,5 dakika siireyle 40 °C, 5 °C/dakika
artis ile 5 dakikada 60 °C, 15 °C/dakika artis ile 10 dakika 300 °C olacak sekilde analiz

tamamlandi.
3.6. Petrol Biyoyikimu i¢in Uygun Mikroorganizmalarin Secilmesi

Calismada kullanilan mikroorganizmalar petrol biyoyikimlarinin degerlendirilmesi amaci ile

petrol iceren Bushnell-Hass besiyerine ekildi. Bu mikroorganizmalarin, 30 °C’ de, 150 rpm
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calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde, 7 giinde iiretimleri gerceklestirildi. Inkiibasyon
sonrasi tiim suslarin lireme miktarlar1 belirlenirken; petrol biyoyikimlar1 kolorimetrik,
spektrofotometrik ve gravimetrik yontemler ile degerlendirildi. Sonuglarin karsilastirilmasi ile

petrol biyoyikimindaki en etkin suslar belirlendi.

3.7. K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol Biyoyilkimimmi Etkileyen Uygun

Fizyolojik Kosullarin Arastirilmasi

3.7.1. Uygun Baslangic pH Degerinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol

Biyoyikimina Etkisinin Arastiriimasi

Uretim ortamina ait baslangi¢ pH degerinin petrol biyoyikimi iizerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla pH 5,0 ile 8,0 arasinda degisen pH’ larda hazirlanan petrol iceren Busshnell-Hass
besiyerine K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslar1 ayr1 ayri ekildi. Inkiibasyon 30 °C’ de,
150 rpm calkalama hizindaki inkiibatérde, 7 giinde gergeklestirildi. Inkiibasyon sonras: kiiltiir
ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken, suglarin tireme miktarlar

spektrofotometrik olarak Slgiildii.

3.7.2. Statik ve Calkalamah Iinkiibasyon Kosullarmn K. pneumoniae ve

B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Calkalamal1 ve statik inkiibasyon kosullarinin petrol biyoyikimi {izerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla petrol igeren Busshnell-Hass besiyerine, K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslari
ayr1 ayri ekildi. K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslarinin {iretimleri statik ve 150 rpm
calkalama hizindaki inkiibatrlerde 30 °C” de, 7 giinde gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasi
kiltir ortamlarinda petrol biyoylkimi gravimetrik olarak belirlenirken, suslarin {ireme

miktarlar1 spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.7.3. Petroliin Farklh Konsantrasyonlarimin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile

Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Farkli petrol konsantrasyonlarinin petrol biyoyikimi iizerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla
% 0,25 - % 2 arasinda degisen oranlarda petrol iceren  Busshnell-Hass besiyerine
K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslar1 ayr1 ayr1 ekildi. Inkiibasyon 30 °C” de, 150 rpm

calkalama hizindaki inkiibatorde, 7 giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonras1 kiiltiir
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ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken, suslarin tireme miktarlar

spektrofotometrik olarak dl¢tildii.

3.7.4. Kiiltiirlerin Farkh Konsantrasyonlarimin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile

Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Kiiltiirlerin farkli konsantrasyonlarmin petrol biyoyilkimi iizerine etkisinin aragtirilmasi
amaciyla % 1 petrol igeren Busshnell-Hass besiyerine K. pneumoniae ve B. axarquiensis
suslarina ait kiiltiiler % 1 - % 3 arasinda degisen oranlarda ayr1 ayri ekildi. Inkiibasyon
30 °C° de, 150 rpm calkalama hizindaki inkiibatorde, 7 giinde gerceklestirildi. inkiibasyon
sonrast kiiltiir ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken, suslarin tireme

miktarlar spektrofotometrik olarak 6lgiildii.

3.7.5. Uygun Sicakhk Degerinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol

Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Inkiibasyon sicaklik degerinin petrol biyoyikimi iizerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla % 1
petrol iceren Busshnell-Hass besiyerine K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslar1 ayri ayri
ekildi. Inkiibasyon 20 — 40 °C arasinda degisen sicakliklarda, 150 rpm calkalama hizindaki
inkiibatorde, 7 giinde gergeklestirildi. Inkiibasyon sonras1 kiiltiir ortamlarmda petrol
biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken, suslarin iireme miktarlar1  spektrofotometrik

olarak olguldii.

3.7.6. inkiibasyon Siiresinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina

Etkisinin Arastirilmasi

Inkiibasyon siiresinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirleri ile petrol biyoyikimi iizerine
etkisinin aragtirllmasi amaciyla petrol igeren Busshnell-Hass besiyerine K. pneumoniae ve B.
axarquiensis suslar1 ayr1 ayri ekildi. Inkiibasyon 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki
inkiibatorde, 7 ve 14 giin olacak sekilde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi Kiiltiir
ortamlarinda petrol biyoyilkimi gravimetrik olarak belirlenirken, suslarin iireme miktarlar

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
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3.8. Farkhh Petrol Kaynaklarinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile

Biyoyikimlarinin Arastirilmasi

K. pneumoniae ve B. axarqiuensis tiirleri ile farkli petrol kaynaklarinin biyoyikiminlarinin
arastirilmas1 amaciyla ¢alismada kullanilan Busshnell-Hass besiyerine % 1 oraninda farkli
petrol kaynaklar1 (Petrol 1, Petrol 2, Petrol 3, Petrol 4, Petrol 5) ayr1 ayri ilave edildi. K.
pneumoniae ve B. axarquiensis suslarmin séz konusu ortamlara ekilmelerinin ardindan,
suslarin {iretimi 25 °C” de, 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatdrde, 7 giinde
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak

belirlendi.

3.9. Uretim Ortamina Ilave Edilen Farkh Siirfektan Kaynaklarimn K. pneumoniae

ve B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Uretim ortamina ilave edilen farkli siirfektanlarin K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirleri ile
petrol biyoyikimi {izerine etkisinin arastirllmasi amaciyla petrol igeren Busshnell-Hass
besiyerine % 1 oraninda farkl: siirfektan maddeler (Triton X:100, Tween-80, Tween-20) ilave
edildi. inkiibasyon 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki inkiibatorde, 7 giinde
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak

belirlenirken, suslarin tireme miktarlar1 spektrofotometrik olarak ol¢tildii.
3.10. Biyosiirfektan Uretiminin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Arastiriimasi

Bodour & Miller-Maier [104] tarafindan tanimlanan daralma-yayilma (drop collapse) yontemi
ile Morikawa et. al. [105] tarafindan Onerilen petrol yayilma (oil spreading) yontemleri
modifiye edilerek biyosiirfektan iiretimi arastirildi. Biyosiirfektan iiretiminin arastirilmasi % 1
glukoz iceren Busshnell-Hass besiyerinde, 30 °C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki
inkiibatorde, 7 giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda tiim kiiltiirler 4000 rpm’ de 10
dakika santrifiij (Eppendorf 5810R) edilerek, pelet kismi1 uzaklastirildi. Ardindan kiiltiir
siipernatan1 8000 rpm’ de 10 dakika santrifiigasyon (Eppendorf 5417C) islemine tabi tutularak
olasi hiicreler uzaklastirilmis oldu. Daralma-yayilma yonteminde; 96 kuyucuklu
mikroplatelere 5ul mineral yag eklenerek iki saat oda sicakliginda beklendi. Ardindan 5 pl
kiiltiir slipernatanindan eklendi ve bir dakika igerisinde damlada meydana gelen degisim

izlendi. Damlada meydana gelen yayilma biyosiirfektan iiretiminin pozitif oldugunu
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gosterirken, damlanin yayilmadan yuvarlak kalmasi negatif sonug¢ olarak yorumlandi [85].
Petrol yayilma yonteminde ise; 50 pl distile su iceren petri kabina 20 pl petrol eklendi.
Ardindan hiicreden tamamen arindirilmis kiiltiir siipernatanindan 20 pl ilave edildi. Boylece
petrol-su ara yilizeyinde meydana gelen seffaf zon ile kiiltiirlerdeki biyosiirfektan iiretimi
belirlenmis oldu. Her iki yontemde de pozitif kontrol grubu olarak Triton X:100, negatif

kontrol grubu olarak distile su kullanildu.

3.11. Uretim Ortamina ilave Edilen Farklh Karbon Kaynaklarinin K. pneumoniae ve

B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Uretim ortamina ilave edilen farkli karbon kaynaklarinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis
tiirleri ile petrol biyoyikimi iizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla petrol iceren Busshnell-
Hass besiyerine % 1 oraninda farkli karbon kaynaklar1 (glukoz, laktoz, maltoz, sukroz) ilave
edildi. Inkiibasyon 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki inkiibatérde, 7 giinde
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak

belirlenirken, suslarin tireme miktarlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢tildii.

3.12. Uretim Ortamina ilave Edilen Farkh Azot Kaynaklarimn K. pneumoniae ve

B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Uretim ortamina ilave edilen farkli azot kaynaklarmin K. pneumoniae ve B. axarquiensis
tiirleri ile petrol biyoyikimi {izerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla petrol igeren Busshnell-
Hass besiyerine % 1 oraninda farkli azot kaynaklari (maya ekstrakti, iire, NHsNOsg,
(NH4)2S04, NaNOs, KNOs, NHsH:PO4) ilave edildi. Inkiibasyon 25 °C’ de, 150 rpm
calkalama hizindaki inkiibatorde, 7 giinde gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasi Kkiiltiir
ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken, suslarin iireme miktarlar

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

3.13. K. pneumoniae ve B. axarquiensis Karnsik Kiiltiiriiniin Petrol Biyoyikimina

Etkisinin Arastirilmasi

K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerine ait karigik kiiltiiriin petrol biyoyikimina etkisinin
arastirtlmast amaciyla petrol igeren Busshnell Hass besiyerine K. pnemoniae ve

B. axarquiensis suslarina ait kiltiirlerin 1:1 (v/v) oraninda karistirilmasi ile olusan karisik
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kiiltiir ile suslarin ayr1 ayrt kiiltiirlerinin 1:1 (v/v) oraninda ekimleri gerceklestirildi.
Inkiibasyon 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki inkiibatérde, 7 giinde gergeklestirildi.
Inkiibasyon sonras1 kiiltiir ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken,

suglarin tireme miktarlar1 spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.14. Ham Petrol, Camur Cukuru ve Sondaj Cukuru Numunelerine Ait Karisik

Kiiltiirlerin Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Ham petrol, sondaj ¢amuru ve ¢amur ¢ukuru numunelerinden izole edilen mikroorganizmalara
ait karigik kiltiirlerin petrol biyoyikimina etkisinin belirlenmesi amaciyla petrol iceren
Busshnell-Hass besiyerine her {i¢ numuneye ait tim suslar 1:1 (v/v) oraninda ekildi.
Inkiibasyon 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki inkiibatorde, 7 giinde gerceklestirildi.
Inkiibasyon sonras: kiiltiir ortamlarinda petrol biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken,

suslarin tireme miktarlari spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

3.15. Toprak ve Deniz Suyu Ortamlarinda K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile

Petrol Biyoyikiminin Arastirilmasi

% 1 oraninda petrol iceren steril ve steril olmayan toprak ile % 1 petrol ve % 1 glukoz igeren
deniz suyu ortamlari laboratuvar kosullarinda hazirlanarak, K. pneumoniae, B. axarquiensis ve
K. pneumoniae — B. axarquiensis karigik kiiltiirlerinin petrol biyoyikim oranlari aragtirildi.
Hazirlanan ortamlara ayr1 ayr1 K. pneumoniae, B. axarquiensis ve K. pneumonia — B.
axarquiensis karigik kiiltiirleri ekildi. Inkiibasyon 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki
inkiibatorde, 7 giinde gergeklestirildi. Inkiibasyon sonras1 kiiltiir ortamlarmda petrol
biyoyikimi gravimetrik olarak belirlenirken, suslarin deniz suyu ortamindaki iireme miktarlar

spektrofotometrik olarak dl¢tildii.

3.16. Gaz Kromatografisi (GC) ile Detayh Hidrokarbon Analizi

K. pneumoniae ile petrol biyoyikiminin detayli hidrokarbon analizi ile arastirilmasi amaciyla
petrol igeren Busshnell-Hass besiyerine K. pneumoniae susunun ekimi yapildi. Inkiibasyon
25 9C’ de, 150 rpm calkalama hizindaki inkiibatorde, 7 giin olacak sekilde gergeklestirildi.
Inkiibasyon sonrasi petrol DCM (1:2) ile kiiltiir ortamindan ekstrakte edildi. GC analizi, Orta
Dogu Teknik Universitesi Petrol Arastirma Merkezi tarafindan, 30m x 0,25 mm x 0,25 um

(Uzunluk x ¢ap x film kalinlig1) kolonun takildig1 gaz kromatografisi cihazi1 (TRB-1 Shimadzu
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GCMS-QP-2020) ile gergeklestirildi. 1 pl numune GC cihazina enjekte edilerek, enjeksiyon
sicaklign 250 °C olarak ayarlandi. Sicaklik programi: 40 °C 5 dakika bekledi, dakikada 8 °C
artisla 180 °C’ ye ¢ikt1 ve 5 dakika bekledi, dakikada 10 °C artisla 320 °C’ ye ¢ikt1 ve 16
dakika bekledi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Giliniimiizde petrol hidrokarbonlar1 en 6nemli g¢evre kirleticilerinin basinda yer almaktadir.
Petrol ve petrol iirlinlerinin arastirilmasi, iiretimi, rafine edilmesi, taginmast ve depolanmasi
sirasinda meydana gelen cesitli sizintilar ve dokiilmeler, ekosistem igin biiyiik bir tehlike
olusturmaktadir. Her yil 200.000 - 2.000.000 ton arasinda degismekle birlikte ortalama
600.000 tonluk saf petrol sizintis1 oldugu bilinmektedir [102, 106]. Insan faaliyetleri ya da
kaza sonucu meydana gelen bu petrol sizintilari su ve toprakta meydana gelen
kontaminasyonlarin en énemli nedenlerinin basinda yer almaktadir. Ozellikle topragin petrol
hidrokarbonlar: ile kontamine olmasi neticesinde gesitli hayvanlarda ve bitkilerde 6liim ya da
mutasyonlar gibi ¢ok ciddi hasarlar meydana gelmektedir [8]. Insan viicudunun uzun siireli ve
yiiksek konsantrasyonlarda petrole maruz kalmasi da, karaciger ve bdbrek hastaliklarinin
gelismesine, muhtemel kemik iligi hasarna ve kanser riskinin artisina neden olmaktadir [78].
Bu nedenle petrol gibi organik kirleticilerin ¢evreden uzaklastirilmasinda; fiziksel, kimyasal
ve biyolojik olmak tizere gesitli teknolojik temizleme yontemleri bulunmaktadir. Ancak bu
teknolojik yontemlerin bir kismi1 oldukg¢a pahali, zaman alan ve kirleticinin eksik biyoyikimina
neden olan siireclerdir. Ozellikle son yillarda polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ile
kontamine olmus alanlarin, gelisen biyoteknolojik yontemler ile detoksifiye edilmesi biiyiik
onem kazanmistir. Kontamine olmus bolgelerin temizlenmesinde mikrobiyal doniisiim veya
mikrobiyal biyoyikima dayali olan biyolojik iyilestirme (biyoremediasyon) siireci en etkili
yontemlerin basinda yer alir [107]. Biyoremediasyon; diger remediasyon teknolojileri ile
karsilagtirildiginda, farkli metabolik 6zelliklere sahip mikroorganizmalar ile 6zellikle petrol
endiistrisi Uriinlerini igeren ¢ok sayida organik kirleticinin CO2, su ve metana kadar

biyoyikima ugratildigi uygun maliyetli 6nemli bir siirectir [108].

Petrol hidrokarbonlarint karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak, biyoyikim
gerceklestirebilen mikroorganizmalar olduk¢a genis ¢esitlilige sahiptir. Petrol veya petrol ile
kontamine olmus topraklardan izole edilen mikroorganizmalarin cesitliligi; bolgenin cografik
ve ekolojik sartlarina gore degisiklik gostermektedir. Cok sayida arastirmaci bolgeye 6zgii
mikroorganizmalarin  petrol kirleticilerinin ~ biyoylkiminda daha etkili  olduklarini
gostermislerdir [109]. Bu dogrultuda, ¢alismamizda, petrol sahasina ait ham petrol, sondaj

camuru ve atik camur c¢ukurunda bulunan gesitli mikroorganizmalarin izolasyonu ve
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tanimlanmas1 amaclandi. izolasyonu gergeklestirilen séz konusu bu mikroorganizmalarin
petrol biyoyikimlari karsilastirilarak en etkili bakterilerin belirlenmesi ve bu bakteriler ile
petrol biyoyikiminin veriminin artirtlmas1 hedeflendi. Bunlara ek olarak, laboratuvar
kosullarinda gerceklesen bu calismanin ¢evreye uygulanabilirliginin gosterilmesi agisindan,

toprak ve deniz gibi dogal ortamlardan alinan numunelerde de petrol biyoyikimlari arastirildi.
4.1. Cahsmada Kullanilacak Mikroorganizmalarin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Petrol ile kontamine alanlardan izole edilen endojen mikroorganizmalar sahip olduklar
cevresel adaptasyonlar sebebiyle petrol ile iliskili kontaminasyonlarin biyoremediasyonunda
olduk¢a 6nemli bir role sahiptirler. Literatiirde, Pseudomonas sp. [110], Pseudomonas
aeruginosa [72], Bacillus sp., Moraxella sp. [111], K. pneumoniae [79], Corynebacterium sp.
[6], Micrococcus sp. [80], Flavobacterium sp. [112], Alcaligenes sp. [71], Chromobacterium
sp. [113], Bacillus lichneniformis [77], Acinetobacter calcoaceticus [102], Bacillus cereus
[114], Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens [81] gibi ¢esitli bakteriler ile Aspergillus
niger [115], Phanerochaete sp. [116] gibi ¢esitli funguslarin petrol ve petrol ile kontamine

olmus sucul ve karasal ekosistemlerden izole edildikleri belirtilmektedir.

Calismamizda ayni petrol sahasina ait ham petrol, ¢amur ¢ukuru ve sondaj ¢amurundan izole
edilen mikroorganizmalardan 8 farkli bakteri tiirii ve 1 alt tiir olmak iizere toplam 12
bakteriyel tiir 16S ribozomal RNA analizi ile genotipik olarak tanimlandi. S6z konusu tiirlerin
referans olduklar1 ATCC suslarina % 99 oraninda benzerlikleri Cizelge 4.1° de, bakteriyel
tiirler arasindaki filogenetik iligki Sekil 4.1” de gosterildi.

Petrol, mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilen zengin
hidrokarbon igerigine sahip ve karmasik yapidaki organik bir bilesiktir. Bu baglamda,
calismamizda; mikrobiyal izolasyon amagli kullanilan petrol numunesinden Bacillus cereus,
Proteus mirabilis Bacillus subtilis ve Enterococcus faecalis olmak iizere dort farkli bakteriyel
tiir izole edilerek tanimlandi. Atik ¢amur ¢ukuru; atik sondaj ¢camuru, gesitli makine yaglari
ve petrol sahasina ait diger atiklarin gegici olarak depolandigi biiyiikk hacimli alanlardir.
Calismamizda; Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis
suglart atitk camur ¢ukurundan izole edilerek tanimlanan mikroorganizmalar arasindadir.

Sondaj ¢amuru, mikroorganizmalar tarafindan karbon ve siilfat kaynagi olarak kullanilan
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zengin icerige sahip ve dnceden paketlenmis toz halindeki karigimlardir. Caligmamizda sondaj
camurundan Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus tequilensis, Bacillus
axarquiensis, Enterobacter cloacae olmak iizere bes farkli tiir izole edilerek tanimlandi.
Calismamizda, her {i¢ numuneden izole edilen mikroorganizmalar incelendiginde Bacillus sp.’
nin oldukga baskin oldugu belirlendi. Literatiirde, Gram pozitif bakterilerden Bacillus sp.’ nin
yilksek oranda petrol ile kontamine olmus topraklarda olduk¢a baskin olmasinin,
hidrokarbonlarin toksik etkilerine karsi direngli olmasini saglayan endosporlar1 iiretme

yeteneginden kaynaklandigi belirtilmektedir [78].

Petrol sahalarinda, yiiksek maliyete sahip sondaj ¢amuru ile giinliik ve endiistriyel yasamda
Oonemli bir enerji kaynagi olan petroliin mikroorganizmalar tarafinda bozunmasi petrol ve
dogaz gaz endiistrisi agisindan biiyiik ekonomik kayiplara yol agmakatadir. Petrol sahalarinda,
cesitli bakterisidal ajanlarin gerekli mikrobiyolojik analizler yapilmadan kullanimi, petrol ve
sondaj c¢amurununda istenmeyen mikrobiyal bozunmanin Oniine ge¢memektedir. Bu
baglamda, caligmamizda  petrol sahasinin farkli kisimlarindan izole edilen suslarin
tanimlanmas1 petrol endiistrisi agisindan da olduk¢a Onemlidir. Tanimlanan tim
mikroorganizmalara karsi uygun bakterisidal ajanlarin gelistirilmesi ve kullanilmasi, soz

konusu ekonomik kayiplarin 6niine gegecektir.

Izole edilen ve tamimlanan tiim bakteriyel tiirler ayr1 ayri incelendiginde, 6zellikle Gram
pozitif bakteri popiilasyonunun Gram negatif bakteri popiilasyonuna kiyasla daha yiiksek
oldugu belirlendi. Literatiirde, Gram pozitif bakterilerin kompleks yapidaki hidrokarbonlara
ait oksidasyon triinlerinin biyoyikiminda oldukga etkin olduklar1 belirtilmektedir [79]. Gram
pozitif bakterilerin sahip oldugu gii¢lii yapidaki hiicre duvari ile yiiksek sicaklik ve ozmotik
basing gibi olumsuz ¢evre kosullarina, Gram negatif bakterilere kiyasla daha kolay adapte
olabilirler [117]. Ancak literatiirde, g¢esitli petrol ve petrol {riinlerinden izole edilen
mikroorganizmalardan, Gram negatif veya Gram pozitif bakterilerin baskin oldugu farkli

caligmalar belirlendi [118].

Calismamizda; Bacillus cereus, Bacillus subtilis ve Enterococcus faecalis suslarinin ham
petrol ve ¢camur ¢ukuru numunelerinden; Proteus mirabilis tiiriiniin ham petrol ve sondaj

camuru numunelerinden ortak izole edilen bakteriyel suslar oldugu belirlendi. Klebsiella
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pneumoniae, Bacillus tequilensis, Bacillus axarquiensis ve Enterobacter cloacae suslarinin ise

yalnizca sondaj camuru numunesinden izole edildikleri tespit edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Ham petrol, atik camur ¢ukuru ve sondaj ¢amurundan izole edilen ve tanimlanan

mikroorganizmalar

Bacillus cereus Petrol Bacillus cereus ATCC14579
P2 Proteus mirabilis Petrol Proteus mirabilis ATCC29906
P3 Bacillus subtilis Petrol Bacillus subtilis ATCC6633
P4 Enterococcus faecalis Petrol Enterococcus faecalis ATCC19433
cc1 Bacillus subtilis ~ subsp. Camur ¢ukuru Bacillus subtilis subsp. spizizenii
spizizenii ATCC19433
Bacillus cereus Camur ¢ukuru Bacillus cereus ATCC14579
Enterococcus faecalis Camur ¢ukuru Enterobacter faecalis ATCC19433

Enterococcus faecalis ATCC19433

Bacillus subtilisATCB633

Bacillus cereus ATCC14579

Klebsiella pneumoniae ATCC13883
Enterobacter cloacae NR028912

Proteus mirabilis ATCC29906

Bacillus tequilensis NR104919
Bacillus axarquiensis NR115929

01

Sekil 4.1. Ham petrol, atik camur ¢ukuru ve sondaj camurundan izole edilen ve tanimlanan

tiim bakteriyel suslara ait filogenetik analizi
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Literatiirde, petrol biyoyikiminin arastirilmasinda kullanilan mikroorganizmalarin genellikle
petrol ile kontamine olmus toprak ve deniz gibi cesitli karasal ve sucuk ekosistemlerden izole
edildigi belirlendi. Calismamizda ise benzer calismalardan farkli olarak, petrol sahasinda
bulunan ham petrol, atik ¢amur ¢ukuru ve sondaj ¢camuru olmak tizere ii¢ farkli numuneden
izole edilerek tanimlanan bakteriyel tiirler ile petrol biyoyikiminin arastirilmasi hedeflendi.
Cok sayida farkli bakteriyel tiiriin izole edildigi S6z konusu bu numunelerin biyoremediasyon
calismalarinda mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in kullanilan petrol ile kontamine topraklara
alternatif olabilecegi sonucuna varildi. Calismamizda ¢ok sayida farkli tiir ile ¢alisilmasinin,

petrol biyoyikiminin arttirilmasi agisindan avantajli olacagi 6ngoriildii.
4.2. Petrol Biyoyikimi icin Uygun Mikroorganizmalarin Belirlenmesi

Petrol, alifatik ve aromatik fraksiyonlardan olusmus hidrokarbon karigimidir [119].
Hidrokarbonlar, agir metaller, herbisitler ve pestisitler en dnemli ¢evre kirleticilerinin basinda
gelmektedir [78]. Petroliin gevreden uzaklastirilmasinda; fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemlerden yararlanilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal yontemler organik Kirleticilerin
tamamen ayrismasina olanak saglamamalarinin yaninda olduk¢a maliyetli yontemlerdir.
Ancak biyolojik iyilestirme; petrol endiistrisi iiriinleri dahil ¢ok sayidaki ¢evre kirleticisinin
farklt metabolik kapasitelere sahip mikroorganizmalar ile tamamen ortadan kaldirildig1 ya da
toksik olmayan iiriinlere doniistiiriildiigii oldukg¢a uygun maliyetli nemli siireglerdir [71].
Petrol, farkli gevresel kosullara adapte olmus ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan biyoyikima
ugratilabilmektedir [31]. Bakteriler, petrol biyoyikimindaki en etkili ajanlar olmasina karsin;
funguslarin da rekalsitrant polimerler ve ksenobiyotik maddelerin geri doniisiimiinde anahtar

rol oynadiklari bilinmektedir [63].

Literatiirde, gesitli petrol ile kontamine olmus bolgelerden; Klebsiella pneumoniae [79, 108,
120], Pseuodomonas putida [119], Pseudomonas aeruginosa, Pseuodomonas luteola [31],
Enterococcus faecalis [75], Bacillus cereus [121], Bacillus licheniformis [77], Bacillus
pumilus [120], Enterobacter aerogenes [81], Bacillus subtilis [114], Acinetobacter
calcoaceticus [102], Acinetobacter lwoffi [72] gibi gesitli bakteriyel tiirler ile Aspergillus
versicolor [101] ve Penicillium sp. [122] gibi ¢esitli funguslarin izole edildikleri

belirlenmistir.
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Calismamizda ham petrol, ¢amur ¢ukuru ve sondaj ¢gamurundan uygun kosullarda izolasyonu
gerceklesen ve tanimlanan tiim bakteriyel suslarin biyoyikim etkinliklerini karsilagtirmak
amaciyla farkli yontemler bir arada kullanildi. Bu baglamda; kolorimetrik, spektrofotometrik
ve gravimetrik yoOntemlerin yanindan bakterilerin petrol igeren ortamlardaki iireme
yogunluklar1 belirlendi. Cok sayidaki ¢alismada, mikroorganizmalarin hidrokarbon parcalama
yeteneklerinin belirlenmesinde {iremeler goz Online alimmaktadir [108]. Caligmamizda
mikrobiyal biyoyitkimin 6n arastirilmasinda  kolorimetrik  yontem  kullanilirken,

spektrofotometrik ve gravimetrik yontemler ile petrol biyoyikimlar1 desteklendi.

Ham petrol, ¢gamur ¢ukuru ve sondaj ¢amurundan izole edilen ve tanimlanan suslarin 6ncelikle
petrol igeren ortamlardaki iireme yogunluklari incelendiginde, K. pneumoniae (SC2), B.
tequilensis (SC3), B. axarquiensis (SC4), E. cloacae (SC5), ve E. faecalis (P4, CC3)’ in
yiiksek iireme yogunluklarina sahip olduklar belirlendi (Cizelge 4.2). Literatiirde, 6zellikle
petrol biyoyilkim kapasitesine sahip olan bakterilere ait hiicre sayisindaki artisin petrol

biyoyikimi ile dogru orantili oldugu gésterilmistir [78].

Cizelge 4.2. Ham petrol, atik gamur ¢ukuru ve sondaj ¢gamurundan izole edilen ve tanimlanan

bakteriyel suglarin petrol igeren ortamdaki iireme yogunluklari

Yiiksek Ureme >1. Enterococcus faecalis (P4, CC3) % 50
Klebsiella pneumoniae (SC2)
Bacillus tequilensis (SC3)
Bacillus axarquiensis (SC4)

Enterobacter cloacae (SC5)

Orta Ureme 05-10 Bacillus subtilis subsp. spizizeni (CC1) % 8.4

Diisiik Ureme 0.1-05 Proteus mirabilis (P2, SC1) % 25

Bacillus subtilis (P3)

Ureme Yok 0 Bacillus cereus (P1,0C2) % 16.6

P: Petrol, CC: Camur Cukuru, SC: Sondaj Camuru
*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30°C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ caligmanin ortalamasidir.
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Tiim bakteriyel suslara ait ireme yogunluklarinin belirlenmesinin ardindan, bakterilerin petrol
biyoyikimlarinin 6n arastirilmasinda 2,6-dikloro fenol indofenol (DCPIP) redoks indikatorii
kullanildi. DCPIP redoks indikatorii ve petrol igeren iiretim ortaminda meydana gelen renk
degisikligi veya renksizlesme, bakterinin petrol veya cesitli hidrokarbonlari biyoyikima
ugratma yetenegini gostermektedir [78]. Bu baglamda, ¢alismamizda kolorimetrik yontem ile
petrol biyoyikimindaki en etkin suslarin; petrol ve ¢amur ¢ukurundan izole edilen E. faecalis
(P4, CC3) ile sondaj ¢amurundan izole edilen B. axarquiensis (SC4) Klebsiella pneumoniae
(SC2), B. tequilensis (SC3) ve E. cloacae (SC5) oldugu belirlendi. (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Ham petrol, atik camur ¢ukuru ve sondaj ¢amurundan izole edilen ve tanimlanan

bakteriyel suglarin kolorimetrik yontem ile petrol biyoyikimi

Yiiksek Biyoyikim % 30 - % 50 Enterococcus faecalis (P4, CC3) % 50

Klebsiella pneumoniae (SC2)
Bacillus tequilensis (SC3)
Bacillus axarquiensis (SC4)

Enterobacter cloacae (SC5)

Diisiik Biyoyikim %0-% 10 Bacillus subtilis subsp. spizizeni (CC1) % 25
Proteus mirabilis (P2, SC1)

Bacillus subtilis (P3)

Biyoyikim Yok %0 % 25
Bacillus cereus (P1,CC2)

P: Petrol, CC: Camur Cukuru, SC: Sondaj Camuru
*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’* de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalamasidir.

Literatiirde, benzer bir ¢alismada hidrokarbon ile kontamine olmus alanlardan izole edilen ve
tanimlanan 17 bakteriyel tiirden yalnizca 6 tiiriin, petrol ve dizel bulunan ortamdaki 5 giinliik
tiretimleri sonunda DCPIP redoks indikatoriinde renk degisimi meydana getirdikleri
belirtilmektedir [123]. Bir diger ¢alismada ise, DCPIP redoks indikatériinde meydana gelen
renk degisikligi ile 148 bakteri tiirinden 128 susun dizel yakiti ve 115 susun fenantren
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hidrokarbonunu biyoyikima ugratabildikleri gosterilmistir [124]. Calismamizda, karbon
kaynagi olarak yalnizca petrol bulunan {iretim ortaminda, suslarin 7 giinliik inkiibasyon
sonunda, DCPIP redoks indikatoriinde meydana gelen renk degisiminin en fazla oldugu ve
yiiksek tireme oranina sahip bakteriyel susun B. axarquiensis olmasi, s6z konusu susun petrol
biyoyikim c¢alismalarinda da etkin olabilecegi belirlendi. Ek olarak, yiiksek iireme
yogunluklarina sahip E. faecalis, E. cloacae, K. pneumoniae ve B. tequilensis suslarinin iiretim
ortamlarinda meydana getirdikleri renk degisimleri ile bu suslarin da petrol biyoyikiminda

etkili olabilecekleri saptandi.

Tiim suslarin petrol iceren ortamdaki iireme yogunluklarinin belirlenmesi ve petrol
biyoyikimlarinin kolorimetrik yontem ile 6n degerlendirilmesinin ardindan; suslarin petrol
biyoyikimlar1 spektrofotometrik yontem ile arastirildi. Bu yontem ile en yiiksek petrol
yikiminin sondaj ¢amurundan izole edilen K. pneumoniae’ ye ait oldugu belirlenirken; B.
axarquiensis, Bacillus tequilensis, E. cloacae, E. faecalis, ve B. subtilis gibi tim
mikroorganizmalarin farkli oranlardaki petrol biyoyikimlar: belirlendi (Sekil 4.2). Izole edilen
ve tanimlanan tiim bakteriyel suslarin % 65’ inden fazlasi ile farkli oranlarda petrol biyoyikimi
belirlendi. Literatiirde; petrol ile kontamine olmus topraktan izole edilen mikroorganizmalara
ait karigik kiiltlirin 20 giinliik iiretimi sonunda spektrofotometrik analiz ile % 78 oraninda

petrol biyoyikimi gerceklestirdikleri belirlendi [112].

Tiim bakteriyel suslara ait petrol biyoyikim oranlarinin kolorimetrik ve spektrofotometrik
yontemler ile belirlenmesinin ardindan, suslarin petrol biyoyikim oranlar1 gravimetrik yontem
ile de degerlendirildi. Spektrofotometrik ve gravimetrik yontemlerin kullanildig1 mikrobiyal
biyoyikim g¢aligmalarinda, her iki yontem ile gerceklestirilen biyoyilkim sonuglarinda kiigiik
oranlarda farkliliklar goriilmesi, s6z konusu yontemlerin farkli hassasiyetlerde olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, her 1yi yonteme ait sonuglarda % 10 ve iizerinde bir farkin
olmasi olasi bir sonu¢ olarak degerlendirilmektedir [125]. Kolorimetrik ve spektrofotometrik
sonuglara paralel olarak gravimetrik yontem ile en yiiksek biyoyilkim oranlari; sondaj
camurundan izole edilen K. pneumoniae (% 59,5), B. axarquiensis (% 50,5), B. tequilensis (%
46), E. cloacae (% 29,5) ile ham petrol ve atik ¢gamur gukurundan izole edilen E. faecalis (%
42) ile elde edildi (Sekil 4.3.). Bakterilerin petrol biyoyikimlarindaki farklilik, sahip olduklar

biyoyikim metabolizmasinda rol oynayan farkli enzimlerden kaynaklanmaktadir [113, 117].
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Sekil 4.2. Ham petrol, atik camur ¢ukuru ve sondaj camurundan izole edilen ve tanimlanan

tiim bakteriyel suslarin spektrofotometrik yontem ile petrol biyoyikimlari

*Suglarin tiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ caligsmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde

gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Ham petrol, atik camur ¢ukuru ve sondaj camurundan izole edilen ve tanimlanan
bakteriyel suslarin gravimetrik yontem ile petrol biyoyikimi

*Suglarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’ de 150 rpm c¢alkalama hizina ayarlanmis olan ink{ibatorde
7 giin siiresince gerceklestirildi. Sonuclar ii¢ ¢calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde
o6sterilmektedir.
Petrol biyoyikimiin belirlenmesinde kullanilan spektrofotometrik yontemin, c¢alismamiz

kapsaminda kullanilan petrol numunesinin viskozitesinden olumsuz yonde etkilendigi, bu
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nedenle ¢aligmamizin devaminda kullanilmak {izere farkli bir yontemin se¢ilmesinin uygun
olacagi sonucuna varildi. Sonu¢ olarak; kolorimetrik, spektrofotometrik ve gravimetrik
yontemler ile tiim bakteriyel suslarin petrol biyoyikim oranlart degerlendirildiginde;
gravimetrik yontemin petrol biyoyikimda kullanilacak en etkin yontem oldugu ve ileri

optimizasyon ¢alismalarina da bu yontem ile devam edilecegi belirlendi.

Calismamizda K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslarmin petrol biyoyikimlarinin gaz
kromatografisi (GC) analizi ile belirlenmesi amaciyla, s6z konusu suslarin petrol igeren
ortamda 30 °C’ de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde iiretimleri
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamindan ekstrakte edilen petrol ile biyoyikima
tabii tutulmamis 1. giin petrol numunesi uygun kosullarda GC cihazinda (Agilent
Technologies 7890B) analiz edildi. Boylece her iki susa ait kiiltiir ortamindan ekstrakte edilen
petrol orani, 1. giine ait petrol orani ile karsilastildi. Bu dogrultuda; K. pneumoniae ve B.
axarquiensis suslar1 ile gerceklestirilen 7 giinliik inkiibasyon sonunda petroliin igerigini
olusturan hidrokarbonlarda meydana gelen % azalma belirlendi. Gravimetrik analiz sonucunda
petrol biyoyikiminda etkili oldugu belirlenen K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslarina ait
gaz kromatografisi analiz sonuglart incelendiginde K. pneumoniae i¢in % 40 ve B.

axarquiensis igin % 41 oraninda petrol biyoyikim oranlar1 belirlendi.

Ureme yogunluklar ve petrol biyoyikim oranlari incelenen tiim bakteriyel suslar arasinda,
petrol biyoyikimini en etkin sekilde gerceklestiren suslarin ham petrol ve ¢amur ¢cukurundan
izole edilen E. faecalis ile sondaj gamurundan izole edilen K. pneumoniae ve B. axarquiensis
oldugu belirlendi. Sondaj ¢amurunun igerigini olusturan ¢ok ¢esitli hidrokarbonlar ve
stirfektanlar mikrobiyal popiilasyonu ve mikroorganizmalarin biyoyikim etkinliklerini
desteklenmektedir. Bu dogrultuda, diger bakteriyel tiirlere gore sondaj ¢amurundan izole
edilen mikroorganizmalarin petrol biyoyikiminda neden daha etkin olduklarini agikca
gostermektedir [118]. Cok sayida ve gesitli hidrokarbonlardan olusmus karmasik yapidaki
petrolde gravimetrik analiz ile % 50’ nin iizerinde biyoyikim etkinligi gosteren K. pneumoniae
(SC2) ve B. axarquiensis (SC4) tiirleri ¢alismanin devaminda kullanilmak ftizere segildi.
Secilen suslarin heniiz optimize edilmemis kosullar altinda bile % 50’ den fazla biyoyikim

yetenegine sahip olmalar1 dikkat c¢ekti. Literatiirde, B. axarquiensis (SC4) susu ile
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gerceklestirilmis petrol biyoyikim c¢alismasina rastlanmadigi géz Oniine alindiginda, soz

konusu bakteriyel tiiriin biyoremediasyon ¢aligmalarina alternatif olacagi sonucuna varildi.

4.3. K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimim Etkileyen Uygun

Fizyolojik Kosullarin Arastirilmasi

Petrol o6nemli bir enerji kaynagi olmakla birlikte en 6nemli gevre kirleticilerinin de basinda
yer almaktadir. Ozellikle s1zintiya neden olan petrol kuyulari, atik petrol iiriinlerinin toplandig1
alanlar, terk edilmis petrol rafineri alanlari, boru hatlarindan meydana gelen catlaklar, fosil
yakitlarin eksik yanmasi gibi yanlis uygulamalar ve ihmaller, petrol hidrokarbonlarinin yiizey
ve yer alt1 sulart ile toprakta 6nemli oranda kirlenmeye yol agmaktadir. Oldukg¢a genis alanlara
yayilan petrol bilesenlerinin toksik, mutajenik ve karsinojenik 6zellikleri nedeniyle ¢evre ve
canlilar agisindan endise uyandirmaktadir. Petroliin tamamen cevreden uzaklagtirilmasi,
simirlandirma veya toplanma gibi cesitli geleneksel iyilestirme yontemleri ile miimkiin
olmamaktadir. Bu baglamda, mikrobiyal biyoyikim petrol ile kontamine olmus alanlarin
temizlenmesindeki en 6nemli siirectir. Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikimi; sicaklik, pH, tuz,
oksijen igerigi, petrol konsantrasyonu, besin konsantrasyonu, C/N orani gibi ¢esitli kosullara,
mikroorganizmalarin metabolik kapasitesi ve biyosiirfektan iiretme yetenegi gibi farkli

parametrelere bagl olarak degiskenlik gostermektedir [71, 111].

Calismamizda K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerinin en yiiksek petrol biyoyikimini
gerceklestirdikleri uygun fizyolojik kosullarin belirlenmesi amaciyla; uygun baslangic pH
degeri, c¢alkalamali ve statik inkiibasyon kosullari, petroliin farkli konsantrasyonlari,
kiiltirlerin farkli konsantrasyonlari, farkli sicaklik degerleri ile farkli inkiibasyon siireleri gibi

cesitli parametrelerin petrol biyoyikimina etkileri arastirildi.

4.3.1. Uygun Baslangic pH Degerinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol

Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Petrol biyoyikimi tizerinde etkili olan fiziksel faktorlerden biri olan pH olduk¢a dnemli role
sahiptir. Petrol biyoyikiminda heterotrofik bakterilerin ¢ogu ve funguslar ndtral pH’ y1 tercih
etmelerine ragmen, funguslarin asidik kosullara daha toleransli oldugu bilinmektedir.
Ozellikle ekstrem pH kosullar1 mikrobiyal popiilasyonun petrol biyoyikimina negatif etki
gostermektedir [71]. Sucul sistemlerin aksine topragin pH’ s1 olduk¢a genis cesitlilik
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gostermektedir. Toprakta mikrobiyal aktivite i¢in gerekli olan pH araliginin 5,5 - 8,8 arasinda
oldugu bilinmektedir. Petrol biyoyikimi i¢in ise gerekli olan optimal pH araliginin 6,5 - 8,0
oldugu belirtilmektedir [4].

Calismamizda, petrol biyoyikimi i¢in uygun baslangic pH degerinin belirlenmesi amaciyla
K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerinin 5,0 ve 8,0 arasi degisen pH’ larda hazirlanan ve
petrol igeren besiyerinde, 30 °C” de, 150 rpm galkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
tiretimleri gerceklestirildi. 7 gilinliikk inkiibasyon sonunda s6z konusu tiirlerin {ireme
yogunluklar1 ve petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi. K. pneumoniae ve B. axarquiensis
tirlerinin pH 5 ile pH 8 araliginda % 40 ve iizerinde petrol biyoyikimi gergeklestirdikleri
saptand1. Her iki tiir i¢in en yiiksek petrol biyoyikiminin gergeklestigi pH degerinin 7 oldugu
gozlendi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). K. pneumoniae tiirtiniin pH 7’ de % 59 oraninda ve B.
axarquiensis tiirtiniin % 55 oraninda petrol biyoyikimi gergeklestirdikleri belirlenmis oldu. K.
pneumoniae’ ye ait tireme yogunlugunun pH 7’ de en yiiksek oldugu bulunurken, s6z konusu
pH degerinin altindaki ve iistiindeki pH degerlerinde ise iireme yogunluklarinda azalma
goriildi (Sekil 4.4). B. axarquiensis i¢in pH 5 ve pH 7 araliginda iireme yogunluklarinda
onemli bir degisim gozlenmezken, pH 8 degerinde ise iireme yogunlugunda azalma oldugu
belirlendi (Sekil 4.5). B. axarquiensis’ in pH 7’ de daha diisiik {ireme yogunluguna ragmen
yiiksek biyoyikim gerceklestirebiliyor olmasi, s6z konusu tiirlin hidrokarbon biyoyikiminda

rol oynayan enzimlerinin pH 7’ de aktif olabilecegini gosterdi.

Literatiirde, calismamiza paralel olarak mikrobiyal petrol biyoyikiminin optimize edildigi
farkli ¢alismalarda; en etkin petrol biyoyikiminin P. aeruginosa, B. cereus ve B. subtilis tiirleri
icin pH 7’ de [114], P. putida ve A. lwoffi i¢cin pH 6,5’ da; [72], Streptococcus sp. ve
Micrococcus sp. suslar1 i¢in pH 8 de [126], Dietzia cinnamea igin pH 9’ da [127] oldugu
belirtilmektedir. Calismamiza ait sonuglara paralel olarak literatiirdeki calismalarda da
mikrobiyal petrol biyoyikim i¢in asidik pH kosullarinin uygun olmadigi belirlenirken, petrol
ve petrol iiriinlerine ait biyoyikim oranlarinin asidik pH’ larda olduk¢a azaldig: gosterilmistir.
Diisiik pH kosullarinda hidrokarbonlarin zayif ¢oziiniirlikk gostermesinin biyoyikimi etkiledigi
belirtilmistir [128]. Literatiirde, pH 7,5 bakteriler ve bakterilere ait karisik kiiltiirler i¢in en

uygun pH olarak belirlenmistir [112]. Calismamizda, K. pneumoniae ve B. axarquiensis’ e ait
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en yiiksek lireme yogunlugu ve petrol biyoyikiminin belirlendigi pH 7 ile ileri optimizasyon

caligsmalarina devam edildi.
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Sekil 4.4. Farkli baslangi¢c pH degerlerinin K. pneumoniae ile petrol biyoyikim ve lireme
yogunluguna etkisi
- : Biyoyikim (%), : Ureme (OD)
*Suslarin tiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde

7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/10 oraninda sulandirildi.
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Sekil 4.5. Farkli baslangic pH degerlerinin B. axarquiensis ile petrol biyoyikimina ve iireme
yogunluguna etkisi
. : Biyoyikim (%), : Ureme (OD)
*Suglarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde

7 giin siiresince gerceklestirildi. Sonuclar ii¢ ¢calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/10 oraninda sulandirildi.
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4.3.2. Statik ve Calkalamal inkiibasyon Kosullarimin K. pneumoniae ve B. axarquiensis

ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikim1 aerobik ve anaerobik kosullarda ger¢eklesebilen oldukga
onemli bir siliregtir. Ancak mikrobiyal biyoyikim siireci temel olarak aerobik kosullarda
gerceklesmekle beraber anaerobik siire¢ ile meydana gelen biyoyikim cogunlukla g6z ardi
edilmektedir [129]. Calismamizda, aerobik ve anaerobik iretim siireglerinin petrol

biyoyikimina etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir.

Caligmamizda statik ve calkalamali inkiibasyon kosullarinin petrol biyoyikimina etkilerinin
belirlenmesi amaciyla petrol iceren temel besiyerinde K. pneumoniae ve B. axarquiensis
suslar1, 30 °C’ de, statik ve 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorlerde iiretildi.
7 giinliik inkiibasyon sonunda s6z konusu tiirlerin lireme yogunluklar1 ve petrol biyoyikim
oranlar1 belirlendi. Calismamizda kullanilan K. pneumoniae’ nin statik inkiibasyon kosulunda
% 12,5; calkalamal1 inkiibasyon kosulunda % 59 petrol biyoyikimi gerceklestirdigi belirlendi.
B. axarquiensis’ e ait petrol biyoyikim oranlari degerlendirildiginde, statik inkiibasyon
stirecinde % 23, calkalamali inkiibasyon siirecinde ise % 55 oranin petrol biyoyikimi
gerceklestirildigi saptandi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Inkiibasyon kosulunda tiirlerin petrol
biyoyikim oranlarinin belirlenmesinin ardindan s6z konusu suslarin ayni kosullardaki lireme
yogunluklari da belirlendi. Her iki tiire ait iireme yogunluklarinin statik inkiibasyon kosulunda
daha diisiikk oldugu belirlendi. (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Statik inkiibasyon kosulunda, B.
axarquiensis’ ¢ ait ireme yogundaki azalmaya paralel olarak petrol biyoyikiminin azaldigi
gozlendi. Calkalamali inkiibasyon siirecinde ise, her iki tiire ait iireme yogunluklarindaki artisa
paralel olarak petrol biyoyoyikiminda da artis belirlendi. Benzer bir ¢alismada da; petrol ile
kontamine olmus su drneginde gergeklesen aerobik biyoremediasyon hizinin anaerobik siirece
gore yiiksek oldugu belirlenmistir [129]. Calkalamali kosullarda, mikroorganizmanin
biyoyikim silirecinde olduk¢a oOnemli rol oynayan oksijenin ¢Oziniirligi ile
mikroorganizmanin oksijeni kullanilabilirliginin artisina bagli olarak petrol biyoyikim hizinda

artis olmaktadir [130].

Literatiirde, ¢calismamamiza benzer bir ¢aligmada K. pneumoniae ile ¢alkalamali inkiibasyon
stirecinde % 68, statik inkiibasyon ile % 62 oraninda fenantren hidrokarbonunun biyoyikimi

elde edilmistir [130]. Bu baglamda her iki tiir i¢in petrol biyoyikiminin belirlenmesinde
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calkalamal1 inkiibasyon kosulu tercih edilmelidir. Ancak ¢alkalamali kosullarda her iki tiire ait
petrol biyoyikim yiizdelerinin statik kosullara gore c¢ok yiiksek oldugu gozlenirken, statik

kosullarda dahi biyoyikim siirecinin devam ettigi saptandi.
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Sekil 4.6. Statik ve galkalamali inkiibasyon kosullarinin K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi

ve lireme yogunluguna etkisi

. : Biyoyikim (%), : Ureme (OD)

*Suglarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30°C’ de 150 rpm g¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/2 oraninda sulandirildi.
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Sekil 4.7. Statik ve ¢alkalamali inkiibasyon kosullarinin B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi

ve lireme yogunluguna etkisi

. : Biyoyikim (%), : Ureme (OD)
*Suglarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30°C” de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde

7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik ilizerinde
gosterilmektedir.Uremeler 1/2 oraninda sulandirildi.

55



4.3.3. Petroliin Farkh Konsantrasyonlarinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile

Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Mikroorganizmalar tarafindan petrol hidrokarbonlarmin biyoyikim oranlari, petrol gibi
karmasik yapidaki bir organik substratin ¢oziinebilirliginin yaninda konsantrasyonu ile de
yakindan iligkilidir. Diisiik konsantasyonlar mikroorganizma i¢in gerekli olan enerji ve karbon
kaynagi agisindan yetersiz kalmaktadir. Yiiksek konstrasyondaki petroliin suda meydana
getirdigi agir ve dagilmayan yag damlaciklari, mikroorganizmalar igin gerekli olan besin ve
oksijen smirlanmasimna bdylece biyoyikiminda azalmaya neden olurlar [38, 71]. Petrol
biyoyikiminin petrol konsantrasyonu ile ters orant1 gosterdigi bilinmektedir [112]. Bu nedenle
uygun petrol konsantrasyonunun belirlenmesi oldukca 6nemlidir. Bu baglamda ¢alismamizda
K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirleri ile petrol biyoyikimi igin en uygun petrol

konsantrasyonlariin belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda, % 0,25 - % 2 arasinda degisen konsantrasyanlarda petrol ilave edilerek pH 7’
de hazirlanan temel besiyerinde, K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerinin, 30 °C” de, 150
rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde iiretimleri gerceklestirildi. 7 gilinliik
inkiibasyon sonunda s6z konusu tiirlerin iireme yogunluklar1 ve petrol biyoyikim yiizdeleri
saptand1. K. pneumoniae igin % 88,5 ve B. axarquiensis i¢in % 73,5 oranindaki en yiiksek
biyoytkimin oranlarmin % 0,25 petrol konsantrasyonunda gergeklestigi  belirlendi.
K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirleri i¢in % 1,5 petrol konsantrasyonunda % 40 civarinda
petrol biyoyikimi elde edilirken, s6z konusu tiirlerin % 2 petrol konsantrasyonunda bile
petrolii biyoyikima ugratabildikleri gosterildi (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Ozellikle K.
pneumoniae ve B. axarquiensis’ in disiik petrol konsantrasyonlarinda olduk¢a yiiksek
biyoyikim gergeklestirmis olmalarina ragmen, literatiirdeki caligmalara paralel olarak ileri

optimizasyon ¢alismalarimiza % 1 petrol konsantrasyonu ile devam edildi.

Uretim ortamlarma eklenen yiiksek petrol konsantrasyonunun, K. pneumoniae ve
B. axarquiensis suslarinin biyoyikim etkinliginde azalmaya neden olmasinin yanindan s6z
konusu tiirlerin tireme yogunluklarinda da azalmaya neden oldugu belirlendi (Sekil 4.8 ve
Sekil 4.9). Ozellikle yiiksek konsantrasyondaki petroliin sudaki ¢dziiniirliigiiniin azalmasi
nedeniyle s6z konusu tiirlerin tireme yogunluklarinda azalma gozlendi. Bu baglamda, yiiksek

petrol konsantrasyonlart mikroorganizmalar {izerinde toksik etki gosterebilecegi ongoriildii.
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Calismamiz sonuglarina paralel olarak yapilan benzer bir c¢alismada, yiiksek petrol
konsantrasyonlarinin toprak mikroorganizmalarinin metabolik aktivitesinde diisiise neden

oldugu bildirilmistir [78].
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Sekil 4.8. Petrol konsantrasyonunun K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi ve iireme
yogunluguna etkisi

B : Biyoyikim (%), [} : Ureme (OD)

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatérde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik lizerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/10 oraminda sulandirildi.
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Sekil 4.9. Petrol konsantrasyonunun B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi ve {ireme
yogunluguna etkisi

B : Biyoyikim (%), [} : Ureme (OD)
*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’ de 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde

7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ caligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/5 oraninda sulandirildi.
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Petrol konsantrasyonunun biyoyikim iizerine etkisinin arastirildigi farkli g¢alismalar
incelendiginde,; E. cloacea’ de % 0,25 petrol konsantrasyonunda % 76,3 oraninda petrol
biyoyikimi belirlenirken [68] ¢alismamamizda ayni petrol konsantrasyonunda K. pneumoniae
icin % 88,5 ve B. axarquiensis i¢in % 73,5 petrol biyoyikimlari elde edildi. Literatiirde bes
farkli bakteriden olusan karisik kiiltiir ile yapilan farkli bir caligmada ise, tretim ortamindaki
% 1 petrol konsantrasyonunun % 10’ a arttirilmasi ile petrol biyoyikimda azalma oldugu
gosterilmistir [112]. Diger bir caligmada ise, tiretim ortamindaki petrol oraninin % 1°den %
12° ye arttirilmasi ile mikrobiyal konsorsiyuma ait biyoyikim oraninin % 77’ den % 45 e

diistiigii belirlenmistir [41].

4.3.4. Kiiltiirlerin Farklhh Konsantrasyonlarimin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile

Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Biyolojik iyilestirme tekniginin uygulanmasindaki en 6nemli sart, uygun metabolik aktiviteye
sahip mikroorganizmalarin ortamda bulunmasidir [71]. Petrol hidrokarbonlarini enerji ve
karbon kaynagi olarak kullanabilen ve dogada yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar
petrofiller olarak adlandirilmaktadir. Petrofiller, genis skaladaki hidrokarbonlar1 dogal olarak
biyoyikima ugratabilen essiz mikroorganizmalardir. Ozellikle metabolik hizlarmin yiiksek
olmasi ve ¢esitli organik kirleticilerin biyoyikimi i¢in gerekli olan ¢ok sayida enzimatik yola
sahip olmalar ile bakteriler petrol biyoyikiminda ilk sirada tercih edilmektedir [78]. Bu
dogrultuda, ¢calismamizda K. pneumoniae ve B. axarquiensis gibi bakteriyel tiirlere ait farkli
konsantrasyonlarin petrol biyoyikimi iizerine etkileri incelenerek petrol biyoyikimi igin en

uygun kiiltiir konsantrasyonun belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda, % 1 petrol iceren temel besiyerine K. pneumoniae ve B. axarquiensis’ e ait
kiiltiirlerin % 1, % 2 ve % 3 oraninda ekimleri gergeklestirilerek, 30 °C’de, 150 rpm ¢alkalama
hizina ayarlanmis olan inkiibatorde iiretimleri gergeklestirildi 7 giinliik inkiibasyon sonunda
s06z konusu tiirlerin tireme yogunluklar1 ve petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi (Sekil 4.10,

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).

% 1 kiiltiir konsantrasyonunda K. pneumoniae igin % 52 ve B. axarquiensis i¢in % 55 petrol

biyoyikim oranlari elde edildi. Kiiltiir konsantrasyonunun % 1’ den % 2’ ye arttirilmasi ile
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petrol biyoyikiminda % 4 oraninda artig goriiliirken; % 2 ve % 3 kiiltliir konsantrasyonlari

arasinda petrol biyoyikimi agisindan énemli bir fark goriilmedi (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).

Sekil 4.10. K. pneumoniae’ ye ait 7 giinliik inkiibasyon sonucu (% 1 kiiltiir konsantrasyonu)
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Sekil 4.11. Kiltiir konsantrasyonunun K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi ve {ireme
yogunluguna etkisi
B : Biyoyikim (%), [ : Ureme (OD)
*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatdrde

7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ caligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/10 oraninda sulandirildi.
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Sekil 4.12. Kiiltiir konsantrasyonunun B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi ve iireme

yogunluguna etkisi
B : Biyoyikim (%), : Ureme (OD)

*Suglarin tiretimi petrol igeren besiyerinde, 30 °C” de 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatérde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde
gbsterilmektedir. Uremeler 1/10 oraninda sulandirild.

4.3.5. Uygun Sicaklik Degerinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol

Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Sicaklik, petroliin fiziksel ve kimyasal kompozisyonunu, mikrooganizmalarin hidrokarbonlari
metabolize edebilme hizlar1 ile mikrobiyal toplulugun bilesimi iizerine etki gostermektedir
[101]. Sicakligin azalmasi ile petrol yogunlugu artmakta, boylece diisiik molekiiler agirlikli
toksik hidrokarbonlarin uguculugu azalmasi ile ve biyoyikimin baslamasinda gecikmeye
neden olmaktadir. Ilave olarak, petroliin sudaki ¢oziiniirliigii ve biyoyararlanimi azalmaktadur.
Hidrokarbon biyoyikimi genis sicaklik araliginda gerceklesmesine ragmen diisiik sicaklik ile
beraber genellikle bioyikim hizinda diislis gozlenmektedir. Yiiksek sicakliklarda ise
mikrobiyal metabolizma hizi artmakta ve maksimum degere ulagmaktadir. 30 °C’ nin
mikrobiyal lireme ve petrol hidrokarbonlar1 biyoyikimi i¢in en uygun sicaklik oldugu

belirtilmistir [68, 71].

Calismamizda inkiibasyon sicakliginin petrol biyoyikimina etkisinin belirlenmesi amaciyla
petrol igeren temel besiyerine K. pneumoniae ve B. axarquiensis’e ait kiiltiirlerin ekimleri

gerceklestirilerek, 20 °C — 40 °C aras1 degisen sicakliklar degerlerinde, 150 rpm calkalama

60



hizina ayarlanmis olan inkiibatdrde iiretimleri gergeklestirildi. 7 giinliik inkiibasyon sonunda
s6z konusu tiirlerin iireme yogunluklar1 ve petrol biyoyikim ylizdeleri belirlendi. K.
penumoniae ve B. axarquiensis suslarinmn 25 °C’ de % 65 ve iizerinde petrol biyoyikimi
gergeklestirdikleri belirlendi (Sekil 4.13). Buna ek olarak K. pneumoniae tiiriiniin 20 °C ile
35 °C arahiginda % 55’ in iizerinde, B. axarquiensis tiiriiniin ise 20 °C ile 35 °C araliginda
% 45’in lizerinde petrol biyoyikim gosterdikleri saptandi. Dogada mezofilik bakteri grubunda
yer alan K. pneumoniae tiirii igin 40 °C* de % 45 oraninda petrol biyoyikimi elde edilirken,
ayni sicaklikta B. axarquiensis tiirliniin biyoyikim etkinliginde diisiis saptandi. (Sekil 4.14 ve
4.15). Literatiirde, optimal sicakliklardan daha yiiksek sicakliklarda hidrokarbonlarin
mikrobiyal membran lizerinde toksik etkiye neden oldugu ve yalnizca alkanlari biyoyikima
ugratabilen termofilik bakterilerin yiiksek sicakliklarda etkili olabilecekleri belirtilmektedir
[68].

Calismada kullanilan K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirleri i¢in belirlenen en uygun
sicaklik degerinin altindaki ve (istiindeki sicaklik degerlerinde petrol biyoyilkiminin
azalmasina bagl olarak lireme yogunlugunda da azalma oldugu belirlendi (Sekil 4.14 ve 4.15).
Mikroorganizmalarin petrol iceren besi ortamina eklenmelerinin ardindan iiremelerini
stirdiirerek canli kalabilmeleri, hidrokarbon biyoyikimi agisindan belirleyici rol oynar [131].
Literatiirde caliymamiza benzer olarak yapilan caligmalarda, optimal petrol biyoyikim
sicakliklart Micrococcus sp., Corynebacterium sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. ve
Flavobacterium sp. tiirlerine ait karisik kiiltiir i¢in 30 °C [112], B. cereus ve B. subtilis igin
20 °C ve 37 OC [114], bakteriyel konsorsiyum (Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Corynebacterium sp.) icin 35 °C [41] olarak belirlenmistir.

A: inkiibasyon sonrasi B: inkiibasyon dncesi

Sekil. 4.13. 25 °C’ de 7 giinliik inkiibasyon sonunda K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi
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Sekil 4.14. Farkli inkiibasyon sicaklik degerlerinin K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi ve
iireme yogunluguna etkisi

: Biyoyikim (%), [ : Ureme (OD)

*Suglarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde 7 giin
siiresince gercgeklestirildi. Sonuglar ii¢ caligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik izerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/10 oraninda sulandirildi.
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Sekil 4.15. Farkli inkiibasyon sicaklik degerlerinin B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi ve

tireme yogunluguna etkisi

: Biyoyikim (%), [ : Ureme (OD)

*Suglarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatérde 7 giin
siiresince gergeklestirildi. Sonuglar {i¢ ¢aligsmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir.Uremeler 1/10 oraninda sulandirildi.

K. pneumoniae’ nin 20 °C — 40 °C araliginda, B. axarquiensis’ in 20 °C — 35 °C araliginda

% 45 ve lizeri oranlarda petrol biyoyikim etkinlikleri gostermeleri; s6z konusu tiirlerin genis



sicaklik araliginda enzimatik aktivite gosterebildiklerini boylece dogada farkli sicaklik

kosullarina kolayca adapte olarak biyoremediasyonda etkin olabileceklerini isaret etmektedir.

4.3.6. Inkiibasyon Siiresinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol Biyoylkimina

Etkisinin Arastirilmasi

Calismamizda inkiibasyon siiresinin petrol biyoyikimina etkisinin belirlenmesi amaciyla petrol
iceren temel besiyerine K. pneumoniae ve B. axarquiensis’e ait kiiltiirlerin ekimleri
gergeklestirilerek, 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde iiretimleri
gerceklestirildi. 7 ve 14 giinliik inkiibasyon sonunda s6z konusu tiirlerin lireme yogunluklari

ve petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi.

Calismamizda, K. pneumoniae ve B. axarquienesis i¢in yiiksek petrol biyoyikim ve iireme
yogunlugu 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilirken, 14 giinliik inkiibasyon sonunda
suslarin petrol biyoyikim etkinliginde 6nemli bir artis saptanmadi. Buna bagli olarak uzun
inkiibasyon siiresi nedeniyle her iki mikroorganizmaya ait iireme yogunlugunda da diisiis

oldugu gozlendi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. Farkl inkiibasyon siiresinin K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi ve tireme

yogunluguna etkisi

. : Biyoyikim (%). [} : Ureme (OD)

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatdrde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ti¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir.Uremeler 1/5 oraninda sulandirildi.
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Sekil 4.17. Farkli inkiibasyon siiresinin degerlerinin B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi ve

tireme yogunluguna etki

. : Bivoyikim (%), . : Ureme (OD)

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25 °C’ de 150 rpm c¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatdrde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/5 oraninda sulandirildi.

Literatirde P. aeruginosa ile yapilan bir c¢alismada, hidrokarbon igeren ortamda
P. aeruginosa’ nin 38 giinliik inkiibasyonu gerceklestirilmistir. S6z konusu ¢aligsmada, 14.
giine kadar popiilasyon sayisinda artig gozlenirken; 14. giinden itibaren popiilasyon sayisinda
azalma oldugu belirlenmistir. Bir diger calismada ise, topraktan izole edilen bakteri ve
mayalarin 20 giinlik inkiibasyon sonunda en yiiksek biyoyikim ve iiremelerinin 12. — 16.
giinler arasinda gergeklestigi belirlenmistir [6]. Uzun inkiibasyon siiresi ile beraber iireme
yogunlugunda meydana gelen diisilis, liretim ortamindaki kolay biyoyikima ugratilabilen

bilesiklerin konsantrasyonlarinda meydana gelen azalma ile iliskilendirilmistir [31].

4.4 Farkhh Petrol Kaynaklarnmn K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile

Biyoyikimlarimin Arastirilmasi

Her bir petrol numunesi kendine ait karakteristik bir kimyasal kompozisyona sahiptir.
Mikrobiyal biyoyikim petroliin igeriginden etkilenmekte ve bazi hidrokarbonlarin daha kolay
biyoyikima ugratilabildigi bilinmektedir [72]. Petroliin igerigi; petrol sahasinin konumuna ve

yilina gore de farklilik gostermektedir [1]. Bu dogrultuda, ¢alismamizda farkli petrol
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sahalarindan almarak, farkli fiziksel ve kimyasal kompozisyonlara sahip c¢esitli petrol
numunelerinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslari ile biyoyikim etkinliklerinin

belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda farkli petrol kaynaklarinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile
gergeklestirilen petrol biyoyikimina etkisinin arastirilmasi amaciyla, % 1 oraninda farkli petrol
numunelerini iceren temel besiyerlerinde 25 °C’ de, 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan
inkiibatorde tiirlerin tiretimleri gerceklestirildi. 7 giinliik inkiibasyon sonunda s6z konusu
tirlerin petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi. Calismamizda kullanilan K. pneumoniae ve B.
axarquiensis tiirleri ig¢in en yiiksek petrol biyoyikimmin petrol 1 ile gergeklestigi belirlendi
(Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Calismamizda kullanilan K. pneumoniae’ nin farkli lokasyonlardan
alinan ¢esitli petrol numunelerinden petrol 1 ve petrol 2° yi % 65’ in iizerinde; petrol 3 ve
petrol 4’ ii % 50’ nin {izerinde biyoyikima ugrattig1 belirlendi. B. axarquiensis’ in petrol 1 ve
petrol 2°yi % 65; petrol 3’ i ise % 50’ nin iizerinde biyoyikima ugrattigi belirlendi. Petrol
icerigini olusturan farkli yapidaki ve molekiiler agirliktaki hidrokarbonlarin farkli petrol
numunelerinde farkli oranlarda bulunmalari, ayn1 mikroorganizmanin farkli petrol
numunelerinde farkli biyoyikim etkinligi gostermesine yol agmaktadir [68, 75, 114].
Caligmamizda farkli petrol kaynaklarinin s6z konusu tiirler tarafindan metabolize edilme
oranlart goz Oniine alindiginda; ¢alismamizin bundan sonraki asamalarina da petrol 1 ile

devam edildi.

| Petroll |

Sekil 4.18. Farkli petrol numuneleri
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Sekil 4.19. Farkli petrol kaynaklariin K. penumoniae ve B. axarquiensis ile biyoyikimi

B: K. pneumoniae, [: B. axarquiensis

*Suglarin tiretimi petrol igeren besiyerinde, 25°C’ de 150 rpm g¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir.

4.5, Uretim Ortamna ilave Edilen Farkh Siirfektan Kaynaklarimn K. pneumoniae ve

B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Stirfektanlar, petrol hidrokarbonlarin emiilsiyonlasmasini arttirmakta ve hiicre yiizey
ozelliklerini desteklemektedir. Ekzojen faktor olarak ortama eklenen siirfektan madde, organik
kirleticinin hiicre membranindan gegisini kolaylastirarak biyoyararlanimi arttirmakta ve daha
kolay biyoyikima ugratilabilir hale getirmektedir. Hiicre ylizeyi ve siirfektan arasindaki iliski
siirfektan maddenin yapisina, konsantrasyonuna ve mikroorganizmanin cinsine bagli olarak
degisiklik gostermektedir [132]. Bu baglamda ¢alismamizda, fakli siirfektan kaynaklarinin

petrol biyoyikimi iizerine etkilerinin arastirildi.

Calismamizda farkli siirfektan kaynaklarinin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile petrol
biyoyikimina etkisinin arastirilmas1 amactyla, % 1 petrol igeren temel besiyerinde, 25 °C” de,
150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde tiirlerin iiretimleri gergeklestirildi. 7
giinliik inkiibasyon sonunda s6z konusu tiirlerin lireme yogunluklar1 ve petrol biyoyikim
yiizdeleri belirlendi. Calismamizda kullanilan K. pneumoniae’ nin sonuglari incelendiginde;
Triton X:100 ig¢eren ortamda % 68, Tween 80 iceren ortamda % 17,5 ve Tween 20 igeren

ortamda % 20 petrol biyoyikim oranlar elde edilirken; B. axargiuensis’ e ait sonuglar
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degerlendirildiginde Triton X:100 igeren ortamda % 66, Tween 80 igeren ortamda % 10 ve
Tween 20 igeren ortamda % 29,5 petrol biyoyikim oranlar1 saptandi (Sekil 4.20 ve Sekil
4.21).

Calismamizda farkli siirfektan kaynaklarimin K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerine ait
petrol biyoyikimina etkileri karsilastirildiginda; séz konusu tiirler igin, daha diisiikk tireme
yogunluklarina ragmen Triton X:100 igeren iiretim ortamlarinda, Tween 20 ve Tween 80’ e
kiyasla olduk¢a yiiksek petrol biyoyikim oranlari elde edildi. Literatiirde, kimyasal
siirfektanlarin mikrobiyal lireme ve petrol biyoyikimi iizerinde gii¢lendirici veya inhibe edici
etkileri belirlenmistir [68]. Literatiirdeki benzer diger calismalarda, Triton X:100’ iin
Exiguobacterium aurantiacum ve Burkholderia cepacia ile gergeklestirilen dizel biyoyikim
hizin1 6nemli derecede arttirdigi belirlenmistir [133]. Farkli bir ¢alismada, Triton X:100” {in
tiretim ortaminda topaklanmay1 azaltarak tiremeyi destekledigi gosterilmistir [132]. P. stutzeri
ile yapilan benzer bir ¢alismada ise; % 1 petrol + Tween 80 bulunan iiretim ortaminda % 96
oraninda en yliksek biyoyikim elde edilirken; % 1 petrol + Triton X:100 igeren ortamda % 76
oraninda petrol biyoyikimi elde edilmistir. Ancak {iretim ortamindaki petroliin % 2.5 oranina
yiikseltilmesi ile Tween 80 bulunan ortamda % 48; Triton X:100 bulunan iiretim ortaminda ise
% 61 petrol biyoyikimi elde edilmistir. Ozellikle yiiksek petrol konsantrasyonunda Triton
X:100’ iin Tween 80’ e gore daha etkin oldugu gosterilmistir [134].

Non-iyonik siirfektanlarin basinda gelen polisorbatlarin (Tween 20 ve Tween 80)
otooksidasyon ve hidroliz gibi metabolik yollar ile biyoyikima ugradiklar1 boylece iiretim
ortamlarindaki konsantrasyonlarinda azalma meydana geldigi bilinmektedir [135]. Literatiirde,
B. axarquiensis’ in ozellikle biyosiirfektan iiretimi sirasinda nisasta, Tween 80, Tween 20,
DNA, jelatin, kazein, lektini hidroliz edebilme kapasitesine sahip oldugu belirtilmektedir [89].
Tween 20 ve Tween 80’ in ¢calismamiz kapsaminda kullanilan petrol kaynaginin biyoyikimini
etkin bir sekilde desteklemedigi ancak bu siirfektan maddelerin mikroorganizmalar tarafindan
kullanim1 sonucu lireme yogunluklarinda artig oldugu gézlendi. Bu baglamda, s6z konusu bu

stirfektan maddeler biyohidrolize ugrayarak petrol biyoyikimina etki edememektedirler.
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Petrol Biyoyikimi (%)
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Triton X:100 Tween-80 Tween-20

Sekil 4.20. Farkli siirfektan kaynaklarinin K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi ve tireme
yogunluguna etkisi

.: Biyoyikim (%), || : Ureme (OD)

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25°C” de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde
gosterilmektedir.Uremeler 1/20 oraninda sulandirilmistir.

100 - - 18

Petrol Biyoyikim (%)
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Triton:X-100 Tween-80 Tween-20

Sekil 4.21. Farkl: siirfektan kaynaklarinin B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi ve tireme
yogunluguna etkisi

B : Biyoyikim (%), [ : Ureme (OD)

*Suglarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25°C” de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmig olan inkiibatorde 7
giin siiresince gerceklestirildi. Sonuglar {i¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde
gosterilmektedir.Uremeler 1/20 oraninda sulandirilmstir.
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4.6. Biyosiirfektan Uretiminin K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Arastiriimasi

Su ve toprakta kontaminasyona neden olan petrol gibi hidrofobik yapidaki organik bilesiklerin
yikima ugratildig1 biyoremediasyon siireci olduk¢a dnemlidir. Bu siirecte kullanilan kimyasal
siirfektanlar, mikroorganizmalar tarafindan {iretilen siirfektanlar ile karisilastirildiginda;
biyosiirfektanlarin petroliin ¢oziintirligliniin artirilmasinda ve biyoyikiminda daha etkili
olduklar1 gosterilmistir [14, 68, 131]. Mikrobiyal yiizey aktif ajani olan biyosiirfektanlar
cesitli endiistrilerde biiyiik uygulama alanlarina sahip biyoteknolojik iiriinlerdir [84]. Ozellikle
gida isleme, farmakoloji, kozmetik, petrol sondaji, ¢evre isletmesi ve tarim gibi ¢ok ¢esitli

kullanim alanlar1 bulunmaktadir [93].

Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikiminda rol oynayan mikrobiyal toplulugun, biyosiirfektan
tiretimi agisindan etkin olabilecekleri belirlenmistir. Hidrokarbon biyoyikiminda Pseudomonas
sp., Bacillus sp., Klebsiella sp., Sphingomas sp., ve Acinetobacter sp.” nin toprakta ve ¢esitli
sedimentlerde; Pseudooaltemonas sp., Halomonas sp., Alcanivorax sp., ve Acinetobacter sp.’
nin deniz ekosisteminde en baskin cinsler oldugu belirlenmistir. Ayni1 mikroorganizmalarin
biyosiirfektan veya biyo emiilsifiye edici madde iiretimlerinde de etkin olduklar1 gdsterilmistir
[93]. Bu baglamda calismamizda petrol biyoyikiminda etkin olan K. pneumoniae ve

B. axarquiensis suslari ile biyosiirfektan iiretimi arastirildi.

Calismamizda K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile biyosiirfektan varliginin arastirilmast % 1
glukoz igeren temel besiyerinde, 30 °C’ de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan
inkiibatorde tiirlerin iiretimleri gerceklestirildi. 7 giinliik inkiibasyon sonunda s6z konusu
tirlerde yayilma-daralma (drop-collapse) ve petrol yayilma (oil displacement) yontemleri ile

biyosiirfektan varlig: belirlendi.

Mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen biyosiirfektan {iretimi benzer c¢alismalarda
kullanilan ¢esitli tarama yontemleri ile arastirildi [8, 93]. Daralma-yayilma (drop-collapse)
yontemi, biyosiirfektan {iretiminin arastirilmasinda kullanilan hassas ve kolay bir yontemdir
[136]. Calismamamizda; daralma-yayilma yonteminde 96 kuyucuklu mikroplaklara eklenen
K. pneumoniae ve B. axarquiensis’ e ait kiiltiir siipernatanlarinda meydana gelen degisim
negatif ve pozitif kontroller ile kariglatirilirken, s6z konusu tiirlerde biyostirfektan varlig

tespit edildi (Sekil 4.22). Benzer bir ¢alismada kullanilan daralma-yayilma testinde, Bacillus
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sp.” ye ait kiiltiir slipernataninin kuyucuklarda bulunan damlalarda yayilmaya yol agmistir
[85]. Farkli bir ¢alismada, Klebsiella sp. Y6-1 tarafindan iiretilen biyosiirfektanin Tween 20 ve
Triton X:100 gibi ticari siirfektanlar ile petrol biyoyikimindaki etkinlikleri karsilagtirildiginda;
biyosiirfektanin kimyasal siirfektanlara gore daha etkili olduklari gosterilmistir [137].
Literatiirde B. axarquiensis ile biyosiirfektan iiretiminin gosterildigi benzer bir c¢alismaya
rastlanmamasina karsin; farkli Bacillus sp. tiirleri ile cesitli biyosiirfektanlarin tiretildigi farkli
arastirmalar bulunmaktadir. B. subtilis, biyosiirfektan iiretiminde siklikla kullanilan ve
sirfaktin ve subtilisin olarak adlandirilan lipopeptit yapidaki yiizey aktif madde {irettigi
bilinmektedir [82]. Daralma-yayilma yontemi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen disiik
miktralardaki biyosiirfektanin belirlenmesinde petrol yayilma (oil displacement) yontemi
kadar hassas degildir. Bu amagla; daralma-yayilma yontemi ile biyosiirfektan varliginin
belirlenmesinin ardindan sonuglarimiz petrol yayilma yontemi ile desteklendi (Sekil 4.23).
Petrol yayilma yontemi c¢esitli mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen biyosiirfektan
tiretiminin belirlenmesinden kullanilmaktadir. Meydana gelen seffaf zon, siirfektan miktar
(50/400 mg) ile dogru orantili olarak artmaktadir [136]. Benzer bir ¢alismada kullanilan petrol
yer degistirme yonteminde 5 cm’ den biiyiik, genis ve belirgin bir zon ¢apinin, yeterli
miktardaki biyiisiirfektan tiretimini isaret ettigi belirtilmistir [85]. Petrol yilizeyinde meydana

gelen seffaf zon Olgiilerek; zon gapr siirfektan aktivitesi ile iligkilendirilmektedir [93].

a. Negatif Kontrol-Su, b. Pozitif Kontrol-Triton X:100, c. B. axarquiensis’ de pozitif biyosiirfektan varligi

d. K. pneumoniae’ de pozitif biyosiirfektan varlig:

Sekil 4.22. Daralma-Yayilma yontemi ile biyosiirfektan varligimin belirlenmesi
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a. Pozitif Kontrol-Triton X-100, b. Negatif Kontrol-Su, c. K. pneumoniae’ de pozitif biyosiirfektan varlig:

d. B. axarquiensis’ de pozitif biyosiirfektan varlig

Sekil 4.23. Petrol yayilma yontemi ile biyosiirfektan varliginin belirlenmesi

Glukoz, sukroz ve gliserol gibi suda c¢oziinebilen bilesikler biyosiirfektan tiretiminde
sikliklikla kullanilan karbon kaynaklarindandir [83]. Calismamiz kapsaminda biyosiirfektan
tiretiminin arastirilmasinda karbon kaynagi olarak glukoz kullanildi. Ancak literatiirde farkli
karbon kaynaklarini igeren ortamlarda gesitli mikroorganizmalar araciligiyla biyosiirfektan
iretiminin gergeklestirilebilecegi belirlenmistir. Dizel ve petrol gibi organik bilesiklerin
biyosiirfektan tiretiminde kullanilan 6nemli karbon kaynaklart olduklar1 bilinmektedir. Karbon
kaynagi olarak kullanilan hekzadekanin, Gordonia amaroe’ in biyosiirfektan iretiminde rol
oynadigi belirlenmistir. Bunun yaninda; petrol ile kontamine alandan izole edilmis Klebsiella
sp. RJ-03’ e ait en yiiksek biyosiirfektan tiretimi karbon kaynagi olarak nisasta igeren ortamda
gerceklesmistir [8, 138]. Petrolden izole edilen Enterobacter cloacea’ nin karbon kaynagi
olarak zeytinyag1 igeren ortamda en yiliksek biyosiirfektan {retimi gergeklestirdigi
belirlenmistir [68]. Hidrokarbon ile kontamine topraktan izole edilen K. penumoniae IVN51’ e
ait maksimum biyosiirfektan tiretimi dekstroz, maksimum tireme gliserol i¢eren ortamlarda
gerceklesmistir. S6z konusu tiir tarafindan iiretilen biyosiirfektanin fosfolipid grubunda yer
aldig1 belirlenirken; heniiz tam olarak tanimlanmamistir [93]. Biyosiirfektan iiretiminde
kullanilan farkli karbon kaynaklar1 biyosiirfektanin kimyasal yapist {izerinde etki
gostermezken; yiizey gerilimi, viskozite, emiilsiyonlastirma, molekiiler agirlik, 1siya

dayaniklilik gibi fiziksel 6zellikleri tizerinde etki gostermektedir [138].

Calismamizda, petrol biyoyikimda metabolik etkinligi olan K. pneumoniae ve B. axarqueinsis
suslar1 ile biyosiirfektan iiretimi gergeklestirildi. Bu dogrultuda, % 1 petrol igeren
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besiortamimnda 50 mg biyosiirfektaninin petrol biyoylkimimi 6nemli derece arttirdigi
gosterilmistir  [103, 139]. Benzer c¢alismalarda; Pseudomonas sp. tarafindan iiretilen
biyosiirfektanin hekzadekan, petrol ve dizel biyoyikimini [139, 140], Brevibacterium sp.
tarafinda iiretilen biyosilirfektanin fenantren, antrasen ve floren biyoyikimimi arttirdigi
belirlenmigstir [141]. Kontamine topraga eklenen biyosiirfektanin hidrokarbon biyoyikim
oranini % 85 den % 97’ ye arttirdigi gozlenmistir [142]. Ramnolidler ve saponinler gibi
biyosiirfektanlarin, Triton X:100 ile karisilastirildiginda hidrokarbon yikiminda daha etkili
olduklar1 belirlenmistir [132]. Metabolik olarak aktif olan endojen mikroorganizmalar
tarafindan iretilen mikrobiyal siirfektanlarin, ekzojen olarak petrol ile kontamine topraga
eklenmesinin biyoremediasyon etkinligini arttirdigi belirlenmistir [131]. Bu baglamda
calismamizda kullanilan mikrororganizmalarin ile gergeklestirilen biyosiirfektan iiretimi petrol

biyoyikiminda avanataj saglayacaktir.

4.7. Uretim Ortamina ilave Edilen Farkh Karbon Kaynaklarmn K. pneumoniae ve

B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastiriimasi

Mikrobiyal iiretim ve biyoyilkim silirecinde substrat kaynagi olarak kullanilan karbon en
onemli smirlayict faktdrlerin basinda yer almaktadir. Uretim ortamina eklenen alternatif
karbon kaynaklari, biyoyikimi hedeflenen petrol gibi kimyasal maddelerin bakteriler
tarafindan metabolize edilme sansini arttirmaktadir. Tek bir organik substratin mikrobiyal
yikimi ortamda bulunan diger organik substratlarin da biyoyrkimini etkilemektedir. Ozellikle
ilave karbon kaynagi olarak glukozun iiretim ortamina eklenmesinin petrol biyoyikim hizini
arttirdig1 gozlenmistir [131, 138, 143]. Bu dogrultuda, ¢alismamizda {iretim ortamina eklenen

farkli karbon kaynaklarinin petrol biyoyikimi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda farkli karbon kaynaklarinin (glukoz, laktoz, maltoz, sukroz) K. pneumoniae ve
B. axarquiensis ile petrol biyoyikimina etkisinin arastirtlmasi amaciyla, % 1 petrol igeren
temel besiyerine farkli karbon kaynaklari ilave edildi. 25 °C’ de, 150 rpm ¢alkalama hizina
ayarlanmis olan inkiibatorde 7 giinde iiretim gerceklestirildi. 7 gilinliik inkiibasyon sonunda sz
konusu tiirlerin ireme yogunluklar1 ve petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi. Caligmamizda K.
pneumoniae’ nin en yiiksek petrol biyoyikimmin (% 71) glukoz igeren ortamda, B.
axarquiensis’ in yiiksek petrol biyoyikiminin (% 73) maltoz igeren ortamda oldugu belirlendi
(Sekil 4.24 ve Sekil 4.25).
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Calismamizda, ilave karbon kaynagi olarak glukozun bulunmasi K. pneumoniae’ nin petrol
biyoyikimina paralel olarak {ireme yogunlugunda da artisa yol actig1 belirlendi (Sekil 4.24).
Mikroorganizmalar tarafindan kolaylikla metabolize edilebilen organik bir bilesik olan
glukozun rekalsitrant bilesiklerin biyoyikimini arttirdigi farkli ¢aligmalarda gosterilmistir. S6z
konusu ¢alismalardan birinde; ilave karbon kaynagi olarak glukoz ve % 2 petrol igeren
besiyerinde C. aquaticum ve P. aeruginosa’ ya ait petrol biyoyikim oraninlarinin sirasiyla %
89 ve % 83 oldugu belirtilmistir [144]. B. axarquiensis’ in maltoz i¢eren ortamda en yiiksek
biyoyikim gdstermesine paralel olarak yiiksek iireme yogunluguna sahip oldugu belirlendi
(Sekil 4.25). Literatiirde, B. axarquiensis e ait farkli karbon kaynaklarmin petrol biyoyikimina
etkisinin belirlendigi benzer bir g¢alismaya rastlanmazken, maltozun B. axarquiensis
tarafindan etkin bir sekilde metabolize edilebildigi belirlendi [89]. Calismamiza farkli karbon
kaynaklarinin petrol biyoyikim iizerine etkileri géz oniine alindiginda; K. pneumoniae’ ye ait
tiretim ortamina ilave karbon kaynagi olarak glukoz; B. axarquiensis’ e ait {iretim ortamina

ilave karbon kaynagi olarak maltoz ile devam edildi.
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Sekil 4.24. Farkli karbon kaynaklariin K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi ve iireme
yogunluguna etkisi
I : Biyoyikim (%),  [: Ureme (OD)

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatdrde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ caligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/20 oraninda sulandirildi.
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Sekil 4.25. Farkli karbon kaynaklarinin B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi ve iireme

yogunluguna etkisi

I Biyoyikim (%),  [] Ureme (OD)
*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gerceklestirildi. Sonuglar ti¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/20 oraninda sulandirildi.

4.8. Uretim Ortamina flave Edilen Farkh Azot Kaynaklarimn K. pneumoniae ve

B. axarquiensis ile Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Petrol kirliliginin etkin bir sekilde ¢evreden uzaklastirilmasinda; azot, fosfor gibi nutrientler
olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir [8]. Petrol biyoyikim hizi, diisiik diizeydeki azot ve fosfor
kosullarinda simirlt hale gelmektedir. Bu durum; {iretim ortamimna eklenen farkli azot
kaynaklar1 ile kontamine alanlardan izole edilen mikroorganizmalarin iiremesinin ve petrol
biyoyitkim etkinliginin arttirilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir [63, 120]. Bu baglamda
calismamizda, iiretim ortamina eklenen farkli azot kaynaklarinin petrol biyoyikimi iizerine

etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda farkli azot kaynaklarinin (maya ekstrakti, iire, NaNO3z NHsNO3z, NH4H2POs,
(NH4)2S04, KNO3) K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile gerceklestirilen petrol biyoyikimina
etkisinin arastirilmast amaciyla, % 1 petrol iceren temel besiyerine % 1 oraninda farkli azot
kaynaklari ilave edildi. 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde 7
giinde iretim gerceklestirildi. 7 giinliik inkiibasyon sonunda séz konusu tiirlerin {ireme

yogunluklar1 ve petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi. Calismamizda kullanilan
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K. pneumoniae’ nin petrol biyoyikim oranlari incelendiginde; azot kaynagi olarak maya
ekstrakti iceren ortamda % 72,5 oraninda en yiiksek petrol biyoyikimi elde edilirken; B.
axarqiuensis’ in NaNO3z ve (NH4)2SOy4 iin azot kaynag1 olarak bulundugu iiretim ortamlarinda
% 74 oraninda en yiiksek petrol biyoyikimi belirlendi. S6z konusu tiirlerin tireme yogunluklari
degerlendirildiginde; K. pneumoniae’ nin en yiiksek petrol biyoyikimi gosterdigi maya
ekstrakti iceren ortamda yiiksek iireme yogunlugu gosterdigi belirlendi (Sekil 4.26 ve Sekil
4.27). Organik azot kaynagi olarak maya ekstraktinin K. pneumoniae’ ye ait petrol
biyoyikiminda etkili olmasina karsin ¢alismada kullanilan diger azot kaynaklariin biyoyikim
etkinligini arttirmadigr belirlendi. Benzer bir ¢aligmada tiretim ortamina eklenen maya
ekstraktinin ve triptonun iiremeyi arttirdigi; ancak glisin ve NHsNOz3’ iin iiremede 6nemli bir
artisa neden olmadigi gosterilmistir [72]. Bir diger ¢alismada, besiyerine azot ve vitamin
kaynagi olarak eklenen maya ekstraktinin mikrobiyal iiremeyi ve petrol biyoyikimini arttic
etkisi belirlenmis ancak yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasinin petrol biyoyikimi {izerinde

inhibitorik etkiye neden oldugu gosterilmistir [145].
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Sekil 4.26. Farkl1 azot kaynaklarinin K. pneumoniae ile petrol biyoyikimi ve tireme

yogunluguna etkisi

. : Biyoyikim (%), [ : Ureme (OD)

*Suglarin tiretimi petrol igeren besiyerinde, 25 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatérde
7 giin siiresince gerceklestirildi. Sonuclar ii¢ ¢calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/5 oraminda seyreltildi.
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Sekil 4.27. Farkl1 azot kaynaklarinin B. axarquiensis ile petrol biyoyikimi ve tireme
yogunluguna etkisi
B : Biyoyikim (%), [ : Ureme (OD)

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmig olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir. Uremeler 1/20 oraninda seyreltildi.

Calismada kullanilan organik ve inorganik azot kaynaklarini igeren liretim ortamlarinda
mikroorganizmalara ait iireme yogunluklari ve biyoyikim oranlari arasinda paralellik
gozlenirken yalnizca K. pneumoniae’ ye ait KNO3z igeren iiretim ortaminda yiiksek tireme
yogunluguna karsin oldukga diisiik petrol biyoyikimi elde edildi. Bu ortamda bulunan KNO3’
in petrol biyoyikimindaki enzimleri inhibe edebilecegi belirlendi. Hidrokarbon biyoyikiminin
arastirildigr bir ¢calismada; maya ekstraktinin fenantren hidrokarbon biyoyikimini destekledigi
ancak KNOz’lin s6z konusu bu hidrokarbonun biyoyikiminda gecikmeye neden oldugu
bildirilmistir [146].

NaNOz ve (NH4)2SOs gibi inorganik azot kaynaklarmin B. axarquiensis’ in petrol
biyoyikimimi arttirdigi belirlenirken; diger azot kaynaklarmin petrol biyoyikimi {izerinde
onemli bir etkisi belirlenmemistir. Benzer bir ¢alismada organik azot kaynaklarina alternatif
olarak tretim ortamma eklenen (NH4)2SOs gibi inorganik azot kaynaklarinin petrol
biyoyitkimini arttirdigi gosterilmistir. S6z konusu ¢alismada, P. aeruginosa igin en iyi iireme

NaNO3 igeren tiretim ortamda gergeklestigi belirtilmistir [120].
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Bakteriyel petrol biyoyikim etkinligi yiiksek azot miktarina ihtiyag duymaktadir [113]. Petrol
biyoyikiminda kullanilan Busshnell-Haas temel besiyerinin igeriginde azot kaynagi olarak
NH4NOs bulunurken, NHi;NOz 1iin ilave azot kaynagi olarak eklenmesinin petrol
biyoyikiminda 6nemli bir artisa yol agmadign belirlendi. ilave azot kaynaklarinm B.
axarquiensis’ in petrol biyoyikimini K. pneumoniae’ nin biyoyikimina gore daha yiiksek
oranda etkiledigi saptandi. Bu baglamda; ¢alismamizda kullanilan ilave azot kaynaklarinin
petrol biyoyikimi {izerine etkileri goz Oniine alindiginda; iiretim ortamlarina azot kaynagi

olarak K. pneumoniae i¢in maya ekstrakti; B. axarquiensis i¢in NaNOs ile devam edildi.

4.9. K. pneumoniae ve B. axarquiensis Karnsik Kiiltiiriiniin Petrol Biyoyikimina

Etkisinin Arastirilmasi

Dogada petrol biyoyikimi, farkli enzimatik kapasiyete sahip ¢esitli mikrobiyal popiilasyonlar
ile gergeklesmektedir. Hi¢bir mikrobiyal kiiltiir petrol gibi olduk¢a karmasik yapidaki organik
bir bilesigi tek basina biyoyikima ugratma kapasitesinde sahip degildir [6, 77]. Karigik kiltiir
farkli cevresel kosullara adapte olmus ve farkli biyoyikim mekanizmalarina sahip ¢esitli
taksonomik gruplardan olusmaktadir. Genis biyoylkim Kkapasitesi, sinerjik etki ve
kometabolizma karigik kiiltiiriin avantajlarindandir [9, 112]. Bu kapsamda g¢alismamizda,
K. pneumoniae ve B. axarquiensis’ e ait karigik kiiltiiriin petrol biyoyikim etkinligi ile suslarin

ayri ayr1 gosterdikleri petrol biyoyikim etkinliklerinin karsilagtirilmasi amaglandi.

Calismamizda K. pneumoniae ve B. axargiuensis’ e ait karigik kiiltiirlerin petrol biyoyikimina
etkisinin arastirilmasi amaciyla, K. pnemoniae ve B. axarquiensis suslarinin 1:1 (v/v) oraninda
karistirtlmasi ile olusan karigik kiiltiir ile suslarin ayri ayr kiiltiirlerinin % 1 petrol igeren
temel besiyerinde, 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
tretimleri gerceklestirildi. 7 gilinliikk inkiibasyon sonunda s6z konusu tiirlerin iireme
yogunluklar1 ve petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi. Karisik kiiltiire ait petrol biyoyikiminin,
K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerinin ayr1 ayr1 bulundugu ortamdaki biyoyikima gore
% 2 civarinda artis gosterdigi buna bagli olarak {ireme yogunlugunun da artis gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.28). Calismamizda iki farkli bakteriyel tiir arasindaki sinerjik iliskiye
benzer olarak; P. aeruginosa ve Bacillus sp.” ye ait mikrobiyal konsorsiyumun petrol

biyoyikiminda etkin oldugu gosterilmistir [147]. Acinetobacter calcoaceticus ve Alcaligenes
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adorans’ a ait karisik kiiltirlerin 15 giinliik inkiibasyon sonunda % 58 petrol biyoyikimi
belirlenmistir [6].
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(Kp+Ba: K. pneumoniae-B. axarquiensis karisik kiiltiir, Kp: Klebsiella pneumoniae, Ba: Bacillus axarquiensis)

Sekil 4.28. K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirleri ve K. pneumoniae - B. axarquiensis
karisik kiiltiirii ile petrol biyoyikimi

1 : Biyoyikim (%), : Ureme (OD)

*Suglarin iiretimi petrol iceren besiyerinde, 30°C’* de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatdrde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde
gosterilmektedir.Uremeler 1/10 oraninda seyreltildi.

Literatiirde, biyoyilkim kapasitesine sahip endojen mikroorganizmalara ait karigik kiiltiirlerin
olusturulmasi ile daha yiiksek petrol biyoyikim oranlarinin elde edilebilecegi gosterilmistir
[111]. Bu baglamda, K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerinin bir araya gelmesinin tiirlerin
petrol biyoyikimi agisindan sinerjik etki gosterdigi, bu nedenle petrol biyoyikim siire¢lerinde

tiirlerin bir arada kullanilmalarinin avantajl olabilecegi saptandi.

4.10. Ham Petrol, Camur Cukuru ve Sondaj Cukuru Numunelerine Ait Karisik

Kiiltiirlerin Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Petrol sahip oldugu karmasik yapist nedeniyle, mikrobiyal konsorsiyumun tek bir mikrobiyal
tiire gore petrol biyoyikiminda daha etkin oldugu belirlenmistir [117]. Tek bir mikrobiyal tiir
yalnizca sinirli sayidaki hidrokarbonu metabolize edebilmektedir. Petrol gibi oldukga

karmasik yapidaki bilesiklerin biyoyikima ugratilmasi i¢in genis hidrokarbon araligim

78



biyoyikima ugratabilen farkli bakteri gruplarina veya bakteriyel konsorsiyumlara ihtiyag
duymaktadir [121].

Calismamizda ham petrol (Bacillus cereus, Proteus mirabilis Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis) ¢amur ¢ukuru (Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis) ve sondaj ¢ukuru (Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus tequilensis,
Bacillus  axarquiensis,  Enterobacter  cloacae)  numunelerinden izole  edilen
mikroorganizmalarin  karigik kiiltiirlerinin - petrol biyoyikimina etkilerinin aragtirilmasi
amaglandi. Bu amacla; her numuneden izole edilen suslardan hazirlanan karisik kiiltiirlerin
% 1 petrol igeren temel besiyerinde, 25 °C* de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan
inkiibatorde tretimleri gergeklestirildi. 7 giinliikk inkiibasyon sonunda sz konusu tiirlerin
tireme yogunluklari ve petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi. Ham petrolden izole edilen suslar
ile olusturulan karigik kiiltiire ait petrol biyoyikimi dolayisi ile iireme yogunlugu oldukga
diisiik bulundu (% 21,5). Camur ¢ukurundan izole edilen suslar ile olusturulan karisik kiiltiire
ait petrol biyoyikimimin % 68; sondaj ¢camurundan izole edilen suslar ile olusturulan karigik

kiiltiire ait petrol biyoyikim oraninin ise % 73 oldugu belirlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Ham Petrol, gamur ¢ukuru ve sondaj ¢ukuru numunelerine ait karisik kiiltiirlerin

petrol biyoyikimi ve {iremeye etkisi
: Biyoyikim (%), . : Ureme (OD)

*Suglarin tiretimi petrol igeren besiyerinde, 25 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde
7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ caligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik {izerinde
gosterilmektedir.Uremeler 1/10 oraninda seyreltildi.
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Calismamizda, petrolden izole edilen mikroorganizmalardan B. cereus, P. mirabilis ve B.
subtilis’ in tek bagina kiiltiirlerinin petrol biyoyikiminda etkin olmadig: yalnizca E. faecalis ile
% 42 oraninda biyoyikim oldugu belirlenmisti (Sekil 4.3). Ancak suslarin bir araya gelmesi ile
meydana gelen antagonistik etki nedeniyle % 42 biyoyikim oraninda diisiis meydana geldigi
belirlendi. Literatiirde de, karisik kiiltiirler ile ¢ogunlukla daha etkin biyoyikim sonuglari
beklenmesine karsin bazi durumlarda saf kiiltiirlere gére biyoyikimda diisiis gézlenmektedir
[132]. Benzer bir galismada; dort farkli fungustan olusan fungal konsorsiyumun petrol

biyoyikimini azalttigi gosterilmistir [115].

Calismamizda ¢amur camurundan izole edilen mikroorganizmalardan Bacillus subtilis subsp.
spizizeni ile % 13, E. faecalis ile % 42 biyoyikim etkinligi belirlenirken, B. cereus’ un petrol
numunemizde biyoyikim etkinligi gdstermedigi belirlenmisti (Sekil 4.3). Ancak suslarin bir
araya gelmesi ile meydana gelen sinerjik etki ile % 42 oranindaki biyoyikimin % 68’ e
yiikseldigi belirlendi. Calismamiza benzer sinerjik etkinin goriildiigli bir ¢alismada,
Pseudomonas sp. gibi tek bir mikrobiyal tiire ait petrol biyoyikim orani1 % 69 oranindayken,
Pseudomonas sp.” nin de i¢inde bulundugu bakteriyel konsorsiyuma ait petrol biyoyikim
oranin % 77’ ye yikseldigi belirtilmektedir [41, 68]. P. aeruginosa, A. lwoffi ve B. cereus’ a
ait karigik kiiltiire ait petrol biyoyikim orani, tiirlerin ayr1 ayri biyoyikim oranlarina gére
olduk¢a yiiksek bulunmustur. Daha oOncede belirtildigi gibi petrol bilesenlerinin tiimiini
biyoyikima ugratabilecek bir mikroorganizma tiirii bulunmamaktadir [121]. Benzer sekilde;
Pseudomonas sp., Bacillus sp., Klebsiella sp., Acinetobacter sp. ve Corynebacterium sp.” den
olusan karigik kiiltiirlin  petrol biyoyikimint kisa siire igerisinde gergeklestirdikleri
gozlenmistir. Kompleks yapidaki hidrokarbonlarin  biyoyikim siireci ¢ok sayida
mikroorganizmanin isbirligine ihtiyag duymaktadir. Acinetobacter sp., Flavobacterium sp. ve
Pseudomonas sp.” ye ait mikrobiyal konsorsiyumun % 90 oraninda makine yagimi ve % 80

oraninda n-parafini biyoyikima ugrattiklart bilinmektedir [111].

Caligmamizda sondaj camurundan izole edilen tiim mikrobiyal tiirlere ait petrol biyoyikimlari,
yiiksek oranda petrolii biyoyikima ugratabilen suslara (K. pneumoniae ve B. axarquiensis) ait
petrol biyoyikimlari ile karsilastirildiginda, biyoyikimda 6nem bir artis gozlenmedi. Ancak;
her iic numuneye ait karisik kiiltiirlerin etkileri karsilastirildiginda; sondaj camuruna ait

karigik kiiltiirlin, petrolden ve ¢amur ¢ukurundan izole edilen suslar ile olusturulan karigik
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kiiltiirlere kiyasla petrol biyoyikiminda daha etkin olduklart belirlendi. Sondaj ¢amuruna ait
yiksek biyoyikim oranmninin K. pneumoniae ve B. axaquiensis suslarinin biyoyikim

etkinliginden kaynaklandig1 sonucuna varildi.

4.11. Toprak ve Deniz Suyu Ortamlarinda K. pneumoniae ve B. axarquiensis ile Petrol

Biyoyikiminin Arastirilmasi

Giiniimiizde petrol ve petrol iiriinlerinin neden oldugu toprak kontaminasyonu tiim diinyay1
ilgilendiren en Onemli sorunlarin basinda yer almaktadir [4]. Bolim 2.5.” de daha once
belirtildigi gibi petrol {iretimi sirasinda, sizintilar ve petrol platformlarinda meydana gelen
cesitli kazalar ile toprak kirliligi kadar deniz kirliligi de s6z konusu olmaktadir. Denizlerde
petroliin arastirilmast ve sondaji sirasinda meydana gelen petrol kirliligi ¢cevresel ve ekonomik
sorunlara yol ag¢maktadir. Petrol hidrokarbonlarmin neden oldugu bu zararhh -etkilerin
azaltilmas1 igin yeni iyilestirme stratejileri gelistirilerek petrol kirliligi kontrol altina

alinmalidir [3].

Calismamizda toprak ortamlarindaki petroliin K. pneumoniae, B. axargiuensis ve tiirlere ait
karigik kiiltiirler ile petrol biyoyikiminin aragtirilmasi amaciyla, % 1 petrol igeren steril ve
steril olmayan toprak ortamlarinda, 25 °C’ de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan
inkiibatorde tiirlerin tiretimleri gerceklestirildi. 7 giinliik inkiibasyon sonunda s6z konusu
tiirlere ait petrol biyoyikim yiizdeleri belirlendi. Calismamizda kullanilan K. pneumoniae’ ye
ait sonuclar incelendiginde; % 1 petrol igeren steril toprak ortaminda % 46, steril olmayan
toprak ortaminda % 61,5 petrol biyoyikimi elde edilirken; ayni1 kosullarda B. axarquiensis igin
% 1 petrol igeren steril toprak ortaminda % 32, steril olmayan toprak ortaminda % 57,5 petrol
biyoyikimi elde edildi (Sekil 4.30). Steril ve steril olmayan toprak kosullarinda K.
pneumoniae’ ye ait petrol biyoyikiminin B. axarquiensis’ e gore daha yiiksek oldugu
belirlendi. Her iki sus i¢in de steril olmayan toprak kosullarinda gerceklesen petrol
biyoyikiminin steril kosullara gore yiiksek oldugu belirlendi. Buna paralel olarak, suslara ait
karisik kiiltiirlerin steril olmayan toprak ortaminda % 78,5 gibi olduk¢a oranda yiiksek petrol
biyoytkimi1 elde edildi. Steril olmayan toprak igeriginde bulunan dis kaynaklh
mikroorganizmalarin s6z konusu tiirlere ait petrol biyoyikim etkinligini arttirici etki gosterdigi

saptandi.
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Calismamizda deniz suyu ortamlarindaki petroliin K. pneumoniae, B. axargiuensis ve tiirlere
ait karigik kiltiirler ile petrol biyoyikiminin arastirilmasi amaciyla, tiirlerin tiretimi karbon
kaynagi olarak ayr1 ayr1 % 1 petrol ve % 1 glukoz igeren deniz suyu ortamlarinda, 25 °C’ de,
150 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatérde gerceklestirildi. 7 giinliik inkiibasyon
sonunda s6z konusu tiirlere ait ireme yogunluklar1 ve petrol biyoyikimlar1 belirlendi. K.
pneumoniae, B. axarquiensis ve tiirlere ait karisik kiiltlirlerin petrol igeren ortamda diisiik
iireme yogunluklar1 gdstermelerinin yaninda, kolay biyoyikima ugratilabilir bir bilesik olan
glukozun bulundugu ortamda dahi s6z konusu tiirlerin daha onceki ¢aligmalarimiza gore
oldukga diislik yogunlukta tireyebildikleri belirlendi (Cizelge 4.4.). Petrol iceren deniz suyu
ortaminda, K. pneumoniae, B. axarquiensis ve tiirlere ait karisgik kiiltiirlerin diisiik tireme

yogunluklart ile beraber petrol biyoyikiminda da etkili olmadiklari saptandi.
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Sekil 4.30. Toprak ortamlarinda K. pneumoniae, B. axarquiensis ve tiirlerin karisik kiiltiirleri
ile petrol biyoyikimin arastirilmasi

. : Steril topraktaki biyoyikim (%), .: Steril olmayan topraktaki biyoyikim

*Suglarin iiretimi petrol igeren toprak ortaminda, 25 °C’ de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis olan
inkiibatorde7 giin siiresince gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik
iizerinde gosterilmektedir.

Cizelge 4.4. Deniz suyu ortaminda K. pneumoniae, B. axarquiensis ve tiirlere ait karigik
kiiltiiriin tireme yogunluklari

Klebsiella penumoniae

Bacillus axarquiensis 0.07 0.25
Karigik Kiilttir 0.17 0.46
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4.12. Gaz Kromatografisi (GC) ile Detayh Hidrokarbon Analizi

Calismamizda K. pneumoniae’ ye ait petrol biyoyikiminin detayli hidrokarbon analizi ile
belirlenmesi amaciyla, optimize edilmis kosullarda K. pneuomoniae susu inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamindan ekstrakte edilen petrol ile biyoyikima tabii
tutulmamus ilk giin petrol numunesi GC cihazinda (TRB-1 Shimadzu GCMS-QP-2020) analiz
edildi. Boylece her iki petrol numunesine ait hidrokarbon igerigi karsilastildi. Bu dogrultuda;
K. pneumoniae susu ile gergeklestirilen 7 giinliik inkiibasyon sonunda petroliin igerigini
olusturan hidrokarbonlarda meydana gelen azalma belirlendi.

Calismamizda, K. pneumoniae susuna ait petrol biyoyikimi detayli hidrokarbon analizi ile
incelendiginde, suslarin 6zellikle Cio - Cao araligindaki hidrokarbonlart % 90 ve Ca - Cx
araligindaki hidrokarbonlar1 % 75’ in lizerinde biyoyikima ugrattig1 belirlendi (Cizelge 4.5 ve
Cizelge 4.6) Sonuglar detayli incelendiginde Ci1, C12 ve Ci3’ it % 95 oraninda; Ci17’ yi % 94
oraninda; Ci4 ve C20’ yi % 93 oraninda; Cio, C16 Ve Ci19” u ise % 92 oraninda biyoyikima
ugratabildikleri saptandi (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Orta zincirli n-alkanlarin (Ci2 - Cis)
uzun zincirli n-alkanlara gore yiiksek oranda biyoyikima ugratiliyor olmalarinin, uzun zincirli
n-alkanlarin diisiik ¢oziintirliikte olmalarindan kaynaklandig1 6ngoriildii. Literatiirde benzer bir
calismada; petroliin icerigini olusturan hidrokarbonlarin Ci9 ve Cys arasinda oldugu ve
biyoyikimin en yiiksek oldugu araligin C13 ve Cig oldugu belirlenmistir [31]. K. pneumoniae
AOR; ile yapilan benzer bir ¢aligmada ise; s6z konusu bu susun Cio ve Cig aralifindaki
hidrokarbonlar1 énemli 6lgiide biyoyikima ugrattigi belirtilmistir [120]. Bir diger ¢aligmada
ise; P. aeruginosa ve P. putida’ nin Cio ve Cis araligindaki hidrokarbonlarin tamamini
metabolize edebildigi; Cis, C17, C19, C2o hidrokarbon oranlarinda ise 6nemli bir azalma oldugu
belirlenmistir [119].

K. pneumoniae, Cas ve Cyo araligindaki hidrokarbonlarin biyoyikiminda etkili olmazken; uzun
zincirli hidrokarbonlardan Cs1 ve Cs2’ yi % 40’ 1n {izerinde biyoyikima ugratabildikleri
belirlendi. Buna ek olarak, Cs1 ve Cz2 uzun zincirli hidrokarbonlarin, Cz4 - Cog araligindaki
hidrokarbonlara gore daha yiiksek oranda biyoyikima ugratildigi belirlendi. Caligmamiza
benzer olarak, P. aeruginosa ile yapilan bir g¢alismada da; Cis - Czo araligindaki
hidrokarbonlara ait pik yogunlugunun biyoyilkim sonucunda azaldigi ancak Cz - Cgg
araligindaki hidrokarbonlarda 6nemli oranda bir biyoyikim elde edilmedigi bildirilmistir

[148]. Calismamiza ait sonuglar literatiirdeki GC analiz sonuglari ile karisilastirildiginda Cio
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ve Cyaraligindaki hidrokarbonlarin yaklagik tamamini metabolize edebildigi; bununla beraber
biyoyikima direngli olan uzun zincirli hidrokarbonlar1 dahi (Cs1 ve Caz2) % 40’ 1 iizerinde
biyoyikima ugratabildikleri belirlendi. Bu baglamda, petrol biyoyikiminda K. pneumoniae

susunun kullanilmasinin oldukc¢a avantajli oldugu saptandi.

Cizelge 4.5. Gaz kromatografisi analizi ile petrol biyoyikiminin detayli hidrokarbon sonucu

PETROLUN iCERiIGINi OLUSTURAN HIDROKARBONLAR 1. GON 7. GUN
n-Dekan (C10), ppm 21,2 <1,69
n-Undekan (C11), ppm 29,7 <1,42
n-Dodekan (C12), ppm 37,4 2,01
n-Tridekan (C13), ppm 38,5 1,80
n-Tetradekan (C14), ppm 33,2 2,46
n-Pentadekan (C15), ppm 44,4 4,55
n-Hekzadekan (C16), ppm 26,7 2,07
n-Heptadekan (C17), ppm 30,7 1,80
n-Oktadekan (C18), ppm 23,0 <2,39
n-Nonadekan (C19), ppm 34,8 2,90
n-Eikosan (C20), ppm 18,5 1,24
n-Heneikosan (C21), ppm 18,9 2,37
n-Dokosan (C22), ppm 14,5 3,60
n-Trikosan (C23), ppm 14,8 7,17
n-Tetrakosan (C24, ppm 12,7 12,7
n-Pentakosan (C25), ppm 12,7 10,9
n-Hekzakosan (C26), ppm 10,3 9,72
n-Heptakosan (C27), ppm 7,44 6,14
n-Oktakosan (C28), ppm 6,84 4,85
n-Nonakosan (C29), ppm 5,13 3,22
n-Triakontan (C30), ppm 5,46 3,90
n-Hentriakontan (C31), ppm 4,11 2,21
n-Dotriakontane (C32), ppm 5,99 3,48
n-Tritriakontan (C33), ppm 3,48 <2,59
n-Tetratriakontan (C34), ppm <2,73 <2,73
n-Pentatriakontan (C35), ppm <3,77 <3,77
n-Hekzatriakontan (C36), ppm <2,81 <281
n-Oktatriakontan (C38), ppm <5,73 <5,73
n- Tetrakontan (C40), ppm <6,93 <6,93

ppm: parts per million- milyonda bir
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Cizelge 4.6. Gaz kromatografisi analizi sonuglarinin degerlendirilmesi ile petrol biyoyikim
oranlari

PETROLUN ICERIGINI OLUSTURAN HIDROKARBONLAR BiYOYOKIM ORANLARI

n-Dekan (C10) % 92
n-Undekan (C11) % 95
n-Dododekan(C12) % 95
n-Tridekan (C13) % 95
n-Tetradekan (C14) % 93
n-Pentadekan (C15) % 90
n-Hexadekan (C16) % 92
n-Heptadekan (C17) % 94
n-Octadekan (C18) % 90
n-Nonadekan (C19) % 92
n-Eikosan (C20) % 93
n-Heneikosan (C21) % 87
n-Dokosan (C22) % 75
n-Trikosan (C23) % 52
n-Pentakosan (C25) % 14
n-Hekzakosan (C26) % 6
n-Heptakosan (C27) % 18
n-Oktokosan (C28) % 29
n-Nonokosan (C29) % 37
n-Triakontan (C30) % 29
n-Hentriakontan (C31) % 46
n-Dotriakontan (C32) % 42
n-Tritriakontan (C33) % 26
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5. YORUM

Cevre kirleticilerinin baginda yer alan petrol 6nemli saglik ve ¢evre sorunlarina yol agmaktadir
[4, 8, 37, 78]. S6z konusu petrol kirliliginin giderilmesinde petrol ile kontamine olmus su,
toprak veya petrol sahas1i numunelerinde bulunan bélgeye adapte olmus mikroorganizmalarin

daha etkili olduklar belirlenmistir [109].

Petrol kirliliginin, gesitli fiziksel ve kimyasal yontemlerin yaninda daha diisiik maliyetli ve
etkin bir yontem olan biyolojik iyilestirme ile ¢evreden uzaklastirilmasi tercih edilmektedir.
Bu baglamda, petrol biyoyikiminda rol oynayan mikroorganizmalarin belirlenmesi ve soz
konusu mikroorganizmalar ile petrolin biyoyikiminin arastirtlmasi, petroliin g¢evreden
uzaklastirilmasinda kullanilan yontemlerin gelistirilmesi acisindan Onemlidir. Giiniimiizde
petrolii tamamen biyoyikima ugratabilen tek bir mikrobiyal tiir ile karsilasilmazken, bu

dogrultuda calismalar gelistirilerek devam edilmektedir.

Petrol biyoyikiminda rol oynayan mikroorganizmalarin belirlenmesi biyoremediasyon
acisindan oldukca 6nemlidir. Bununla birlikte petrol ve dogal gaz endiistrisinde iiriin, zaman
ve maliyet kaybina neden olan s6z konusu bu mikroorganizmalarin tanimlanmast ve bu
mikroorganizmalara uygun antimikrobiyal ajanlarin kullanimi petrol sektdrii acisindan da
bliylik 6nem tagimaktadir. Calismamizda, belirli bir petrol sahasina ait ham petrol, ¢camur
cukuru ve sondaj camuru numuneleri kullanilmistir. Bu kapsamda, calismamizda petrol
sahasina ait ti¢ farkli numuneden izole edilen ve tanimlanan ¢esitli mikroorganizmalar ile s6z

konusu ile petrol biyoyikimi arastirildi.

Calismamizda, ham petrol, camur ¢ukuru ve sondaj ¢camurundan farkli bakteriyel tiirler izole
edildi ve tanimlandi. Ham petrolde Proteus mirabilis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis; ¢gamur ¢ukurundan Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis; sondaj ¢amurunda ise Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Bacillus tequilensis, Bacillus axarquiensis, Enterobacter cloacae suslarinin bulundugu
belirlendi. S6z konusu tiirlerin petrol igeren ortamdaki lireme yogunluklarinin belirlenmesinin
ardindan, tiirlere ait petrol biyoyikimlar1 kolorimetrik, spektrofotometrik ve gravimetrik
yontemler ile tespit edildi. Petrol biyoyikimi incelenen bu tiirlerden Klebsiella pneumoniae ve

B. axarquiensis’ in optimize edilmemis kosullarda dahi petrol gibi olduk¢a karmasik yapidaki
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organik bir bilesigi gravimetrik analiz ile % 50’ nin iizerinde biyoyikima ugratabildikleri
belirlendi. Klebsiella pneumoniae ve B. axarquiensis tiirleri i¢in uygun fizyolojik kosullarin
pH 7° de, % 1 (v/v) petrol konsantrasyonunda, % 2 kiiltiir konsantrasyonunda, ¢alkalamali

olarak 150 rpm’ de, 25 °C’ de ve 7 giinde oldugu belirlendi.

Cevrede, petrol biyoyikimi igin ihtiya¢ duyulan pH araliginin 6,5 - 8,0 oldugu bilinmektedir.
Bu dogrultuda, calismamizda K. pneumoniae ve B. axarquiensis tiirlerinin en yiiksek petrol
biyoyikimini gergeklestirdigi pH’ nin 7 olmasi avantajlidir. Buna ek olarak, K. pneumoniae ve
B. axarquiensis tiirlerinin pH 5 ile pH 8 araliginda % 40 ve {izerinde petrol biyoyikimi
gergeklestirdikleri saptanmistir. Suslarin genis pH araliginda biyoyikim etkinligi gdstermesi
biyoremediasyon siireci agisindan biiyiik dnem tasimaktadir. Biyoremediasyon siirecince
kullanilacak mikroorganizmalarin statik ve c¢alkamali inkiibasyon kosullarinda petrol
biyoyikimilari arastirilmali ve kullanilacak yontemler belirlenmelidir. Klebsiella pneumoniae
ve B. axarquiensis tirlerinin ¢alkalamali kosulda % 55 ve iizerinde biyoyikim
gerceklestirebiliyor olmalarina ragmen statik kosullarda dahi petrol biyoyikimimin devam
ettigi belirlendi. Boylece suslarin yerinde (in-situ) biyoremediasyon siireclerinde farkli
cevresel parametreler ile desteklenmeleri durumunda petrol biyoyikiminda daha etkin
olabilecekleri ongoriildii. Cevre kontaminasyonlarina neden petrol dogada farkli oranlarda
karistmiza  ¢ikmaktadir. Bu  baglamda; farkli konsantrasyonlarda petrol biyoyikimi
arastirildiginda, % 0,25 petrol konsantrasyonunda K. pneumoniae’ nin % 85 in {izerinde; B.
axarquiensis’ in % 70’ in iizerinde petrol biyoyikimi gergeklestirdikleri belirlendi. S6z konusu
tiirler icin % 1,5 petrol konsantrasyonunda % 40 civarinda petrol biyoyikimi elde edilirken, %
2 petrol konsantrasyonunda petrol biyoyikiminda meydana gelen azalmaya ragmen mikrobiyal

yikimin halen devam ettigi belirlendi.

Her iki tiire ait % 1 kiiltiir konsantrasyonunun % 2’ ye artirilmasi ile petrol biyoyikiminda % 4
civarinda bir artis oldugu belirlenirken; % 2 kiiltiir konsantrasyonunun % 3 kiltiir
konsantrasyonuna arttirilmasi ile petrol biyoyikiminda énemli bir artig goriilmedigi saptandi.
Biyoremediasyon ¢aligmalarinda sicakligin petroliin fiziksel ve kimyasal yapisi tizerinde etkin
oldugu dolayisiyla petrol biyoyikimini etkiledigi bilinmektedir. K. pneumoniae ve
B. axarquiensis suslart 25 °C° de % 65 ve iizerinde petrol biyoyikimin

gerceklestirmektedirler. Ilave olarak, K. pneumoniae’ nin 20 °C — 40 °C araliginda, B.
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axarquiensis’ in 20 °C — 35 °C araliginda % 45 ve iizerinde petrol biyoyikimi gdstermeleri;
s6z konusu tiirlerin genis sicaklik araliginda biyoyikimda etkili olabileceklerini
gostermektedir. Boylece s6z konusu suslarin, farkli sicakliklarin oldugu dogal kosullara daha
kolay adapte olabileceklerini ve ileri biyoremediasyon caligmalarinda kullanilabileceklerini

isaret etmektedir.

Oldukca karmasik yapidaki petroliin biyoyikimi uzun zaman almakla beraber bu siirecin
kisaltilmasinin petrol biyoyikimi agisindan avantajli olacag: diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda,
petrol biyoyikim arastirilmalarinda inkiibasyon siiresi onemli bir kriter olarak karsimiza
cikmaktadir. Calismamizda, K. pneumoniae ve B. axarquiensis i¢in inkiibasyon siiresinin 7
giinden 14 giine uzatilmasinin petrol biyoyikiminda artisa yol a¢madigi belirlenmistir.
Ozellikle uzun inkiibasyon siiresi ile besiyerindeki N:P dengesinin bozulmasina, kolay
biyoyikima ugratilabilen bilesiklerin azalmasina ve zaman i¢inde besiyerinde meydana gelen
tiriinlerin mikroorganizmalar iizerinde toksik etki yaratmasina bagli olarak suslarin iireme

yogunluklarinda da diisiis saptanmistir.

Petroliin karakteristik 6zelliklerinin mikrobiyal yikimi etkiledigi bilinmektedir. Caligmamizda
5 farkli petrol kaynagindan diisiik viskoziteye sahip petrol 1 ve 2’ nin K. pneumoniae ve
B. axarquiensis tarafindan % 65 ve lizerinde; viskozitesi daha fazla olan petrol 3 ve petrol 4’ i
% 50 nin iizerinde biyoyikima ugratilabildikleri gosterilmistir. Bu baglamda petrol
biyoyikiminda kullanimini 6nerdigimiz mikroorganizmalarin farkli petrol kaynaklarinda da
etkili olabildikleri belirlenmistir. Siirfektanlarin, petroliin suda emiilsiyonunu arttirdig1 boylece
mikroorganizmalar tarafindan kullanimini kolaylastirdig1 bilinmektedir. Calismamizda Triton
X:100’ iin, Tween 80 ve Tween 20’ ye goére biyoyikimi arttirmasina karsin Tween 80 ve
Tween 20’ nin mikrobiyal iireme yogunlugunda 6nemli derece artisa yol agtig1 gozlemlenmis
ve bu durumun s6z konusu siirfektan maddelerin mikroorganizmalar tarafindan metabolize
edilebildiginden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Biyoteknolojik iirlinlerin basinda yer alan
biyosiirfektanlar ise petrol ile kontamine alanlarin temizlenmesinde biiylik 6neme sahiptir. Bu
baglamda calismamizda, yayilma-daralma ve petrol yayilma yontemleri ile K. pneumoniae ve
B. axarquiensis suslarinda biyosiirfektan varliginin tespit edilmesi ile s6z konusu suslarin ileri

biyoremediasyon ¢aligmalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Mikrobiyal biyoyikimin arttirilmasinda, tiretim ortamimna eklenen ilave karbon ve azot
kaynaklarinin etkisi biiyiik 6nem tasimaktadir. Calismamizda, karbon kaynagi olarak kolay
metabolize edilebilen bir bilesik olan glukozun K. pneumoniae’ nin, maltozun ise B.
axarquiensis’ in petrol biyoyikimini arttirdigi boylece ortamda ilave karbon kaynaklarinin
petrol biyoyikimini destekledigi belirlenmistir. Benzer sekilde temel besiyerinde bulunan azot
kaynagina ilaveten iiretim ortamina ilave edilen farkli azot kaynaklarinin petrol biyoyikiminda
olduk¢a Onemli oldugu ve maya ekstraktinin K. pneumoniae’ nin ve NaNOs3’ iin B.

axarquiensis’ in petrol biyoyikimini destekledigi gosterilmistir.

Farkli c¢evresel kosullara adapte olmus ve farkli metabolik etkinliklere sahip
mikroorganizmalarin bir arada bulunmasinin petrol biyoyikimini1 destekledigi bilinmektedir.
Bu kapsamda, ¢alismamizda K. pneumoniae ve B. axarquiensis’ e ait karisik kiiltiiriin petrol
biyoyikimim1 % 2 civarinda arttirdigi bdylece s6z konusu tiirlerin bir arada kullanilmasinin
petrol biyoyikimi agisindan sinerjik etki gosterdigi ve biyoremediasyon siirecinde avantajli
olabilecegi saptandi. Petrol gibi olduk¢a karmasik yapidaki organik bilesiklerin biyoyikima
ugratilmas: i¢in farklt biyoyikim kapasitesine sahip farkli bakteri gruplarina ihtiyag
duyulmaktadir. Calismamizda ham petrolden izole edilen mikroorganizmalarin bir arada
bulunmasinin antagonistik etkiye neden oldugu ve petrol biyoyikimini azaltti1 belirlenirken,
camur ¢ukurundan izole edilen mikroorganizmalarin bir arada kullanilmasinin sinerjik etkiye
yol acarak petrol biyoyikimini arttirdigr belirlendi. Sondaj ¢amurunun zengin karbon ve
siirfektan icerigi nedeniyle sondaj camurundan izole edilen mikroorganizmalara ait karisik
kiiltiirin ham petrol ve camur cukurundan izole edilen karigik kiiltiirlere gore petrol
biyoyikiminda daha etkin oldugu belirlendi. Sondaj camuruna ait yiiksek biyoyikim oraninin
K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslarmin biyoyikim etkinliginden kaynaklandig
Ongoriildii. Toprak ve denizde meydana gelen ¢evre kirliginin basinda petrol ve c¢esitli petrol
kaynaklar1 gelmekte ve kirliliginin ¢evreden uzaklastirilmasinda mikrobiyal yikimdan
yararlanilmaktadir. Bu baglamda ¢alismamizda K. pneumoniae ve B. axarquiensis i¢in petrol
iceren steril toprakta % 30’ un iizerinde; petrol iceren steril olmayan toprakta ise % 55’ in
tizerinde petrol biyoyikimi elde edildigi ve ¢evre kosullarin optimize edilmesi ile biyoyikimda
artis olacagi belirlendi. Her iki tiire ait karigik kiiltliriin petrol igeren steril olmayan toprak
kosullarinda petrol biyoyikimini arttirdigt bu durumun toprakta bulunan dis kaynaklh

mikroorganizmalarin petrol biyoyikimi iizerinde sinerjik etki gdstermesinden kaynaklandigi
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sonucuna varildi. K. pneumoniae ve B. axarquiensis deniz suyu ortaminda diisiik iireme
yogunluklar ile beraber etkin bir biyoyikim elde edilemedigi saptandi. K. pneumoniae ve B.
axarquiensis suslarinin  toprakta meydana gelen petrol Kkirliliginin  giderilmesinde
kullanilabilecegi ancak deniz suyunda kullanimmin uygun olmadigi belirlendi. K.
pneumoniae’ nin petrol biyoyikimi gaz kromatografisi ile detayli hidrokarbon analizinde
ayrintili olarak incelendiginde; Cio - Coo araliginin % 90 ve iizerinde biyoyikima ugratabildigi
belirlendi. Sonuclar detayli incelendiginde Ci1, C12 Ve C13’ i % 95 oraninda; Ci7’ yi % 94
oraninda; Cis Ve Cz’ yi % 93 oraninda; Cio ve Cis’ y1 ise % 92 oraninda biyoyikima
ugratabildikleri belirlendi. Bunlara ek olarak suslarin Cz - Cz araligindaki hidrokarbonlari
% 75 in lizerinde biyoyikima ugrattiklar1 belirlenirken uzun zincirli hidrokarbonlardan Cs; ve
Cs2” yi % 40’ 1n lizerinde biyoyikima ugratabilecek enzim sistemlerine sahip olduklar

belirlendi.

Sonug olarak ¢alismamizda, dogal ortamlarindan farkli kosullara adapte olmus ham petrol,
camur ¢ukuru ve sondaj ¢camurundan izole edilen ve tanimlanan tiim mikroorganizmalar farkl
biyoremediasyon ¢alismalarina katki saglayacaktir. Bunlara ek olarak bu mikroorganizmalarin
tanimlanmasi ve bu mikroorganizmalara uygun antimikrobiyal ajanlarmn kullanimi ile
mikroorganizmalarin petrol sektoriinde neden oldugu ekonomik kayiplara karsi alinacak

onlemleri kolaylastiracaktir.

Caligmamizda, petrol biyoyikim etkinligi belirlenen ve 2005 yilindan bu yana literatiirde
cesitli calismalarda kullanilan Bacillus axarquiensis tiirli ile petrol biyoyikiminin arastirildig
benzer bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu baglamda; Bacillus axarquiensis tiirii petrol
biyoyikimi i¢in yeni bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sonug olarak, caligmamizda
petrol sahasindan izole edilen K. pneumoniae ve B. axarquiensis suslari, petrol biyoyikimini

hedefleyen biyoremediasyon calismalarina katki saglayacaktir.
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Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve imza

AdiSoyad:: Sezen BILEN OZYUREK 3.\ 296

Oprenci No: N10144617

Anabilim Dah: Biyoloji

Programi: Biyoteknoloji
[] v.Lisans  [lDoktora [] Bitiinlegik Dr.

Statiisii:

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

Dog. Br. Is1l SEYiS BILKAY
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