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OZET

Bu calisma, ham petrol ile kirlenmis topraklardan petrol pargalayan bakterilerin
izolasyonu, molekiiler diizeyde karakterizasyonu ve petrol bozunma potansiyellerinin
belirlenmesi amaciyla yapilmstir. Toprak 6rnekleri, Azerbaycan’dan temin edilerek ham
petrol ile kontamine edilildikten sonra calismalar gergeklestirilmistir. Laboratuvar
caligmalariyla bakteri izolasyonu prosediiriine uygun ¢alismalarla izole edilen bakteriler,
morfolojik ve biyokimyasal analizlerin ardindan molekiiler tanimlama amaciyla DNA
izolasyonu ve PCR teknikleri ile incelenmistir. Ayrica bakterilerin petrol bozunumu
tizerindeki etkileri spektrofotometrik Ol¢timler ile degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular, ekolojik agidan siirdiiriilebilir biyoremediasyon yaklasimlarinda bu bakterilerin
potansiyelini ortaya koymaktadir. Caligmalar neticesinde biyoremediasyon potansiyeline
sahip 5 bakterinin saf kiiltiirleri elde edilmistir. Karakterizasyon sonucu ham petrolii
parcalayan mikroorganizmalarin, pseudomonas neustonica, bacillus licheniformis,
corynebacterium stations, sphingobactrrium soli, lysinibacillus fusoformis tiirlerine ait
suslar oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bakteri suslarinin petrol degredasyon etkisini géormek amaciyla
GC-MS analizleri yapildi. Analizler sonucunda 6rneklerde toplam 10 farkli bilesik elde
edilmistir. Bu bilesikler arasinda alifatik alkoller, ketonlar ve kisa zincirli karboksilik
asitler yer almaktadir. Elde edilen Kovats indeks degerleri 810-1813 araligindadir. Bu
sonuglarin literatiirdeki referans degerlerle biiyiik 6l¢iide uyumlu oldugu belirlenmistir.
C,—Cs araligindaki kisa zincirli organik asitlerin mikrobiyal metabolizmaya isaret ettigi
anlasilmistir. Pseudomonas neustinica bakterisinin 99,79’luk benzerlik oranina gore

petrol biyodegradasyonunda daha baskin bir rol oynadigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri izolasyonu, Biyoremediasyon, Bozunma, Kirlenmis

toprak, Petrol
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ABSTRACT

This study was conducted to isolate petroleum degrading bacteria from crude oil
contaminated soils, characterise them at the molecular level, and determine their
petroleum degradation potential. Soil samples were obtained from Azerbaijan,
contaminated with crude oil, and then studied. Bacteria isolated using laboratory
procedures appropriate for bacterial isolation were examined using DNA isolation and
PCR techniques for molecular identification following morphological and biochemical
analyses. Furthermore, the effects of the bacteria on petroleum degradation were
evaluated using spectrophotometric measurements. The findings reveal the potential of
these bacteria in ecologically sustainable bioremediation approaches. As a result of the
studies, pure cultures of five bacteria with bioremediation potential were obtained.
Characterisation revealed that the microorganisms capable of degrading crude oil
belonged to the strains Pseudomonas neustonica, Bacillus licheniformis,
Corynebacterium stations, Sphingobacterium soli, and Lysinibacillus fusoformis.

GC-MS analyses were performed to observe the petroleum degradation effect of
the obtained bacterial strains. As a result of the analyses, a total of 10 different compounds
were obtained in the samples. These compounds include aliphatic alcohols, ketones, and
short-chain carboxylic acids. The obtained Kovats index values range from 810 to 1813.
These results were found to be largely consistent with reference values in the literature.
In particular, it was understood that short-chain organic acids in the C,—Cs range indicate
microbial metabolism. Based on a similarity ratio of 99.79%, the Pseudomonas neustinica

bacterium was found to play a more dominant role in petroleum biodegradation.

Keywords: Bacterial isolation, Bioremediation, Degradation, Contaminated soil,

Petroleum
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1. GIRIS

Petrol, kesfedildigi donemden itibaren kiiresel ekonomi iizerinde belirleyici bir rol
oynamis ve enerji talebinin en énemli unsurlarindan biri haline gelmistir. Ozellikle 20.
ylizy1l boyunca petrol kaynaklarina erisim, uluslararasi giic dengelerini ve enerji
politikalarini sekillendiren temel faktorlerden biri olmustur. I. ve II. Diinya Savaslar
stirasinda petroliin askeri lojistik ve sanayinin siirdiiriilebilirligi agisindan stratejik dnemi
daha belirgin hale gelmistir (Painter, 2014).

Sanayi Devrimi ile birlikte hiz kazanan endiistriyel gelismeler, liretim alanlarinda
saglanan verim artis1 ve kentlesmenin kisa siirede biiylik ivme kazanmasi, dogal
kaynaklar iizerinde yogun bir baski olusturmus ve bunun sonucunda 6nemli ¢evresel
problemler ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde ¢evresel tahribatin baglica kaynaklarindan biri
petrol ve petrol tlirevleridir. Petrol endiistrisinin diinya genelinde yayginlagmasi; tasima
ve depolama siireclerinde meydana gelen sizintilar, tanker atiklar1 ve isletme sirasinda
yasanan kazalar nedeniyle hidrokarbonlarin ¢evresel ortamlara karismasini artirmaktadir
(Ceyhan ve Esmeray, 2019).

Arastirmalar, kirliligin yogun oldugu kiy1 bdlgelerinde yasayan organizmalarda
hidrokarbonlarin yiiksek oranlarda biriktigini gdstermektedir. Bununla birlikte, a¢ik
denizlerde yasamini siirdiiren canlilarda da petrol tiirevlerinin ppm ya da ppb
diizeylerinde tespit edilebildigi bildirilmektedir. Deniz suyunda ¢ok diisiik (ppb)
konsantrasyonlarda bulunan hidrokarbonlar, biyolojik birikim (biyoakiimiilasyon) siireci
sonucunda denizel canlilarin dokularinda ppm seviyelerine kadar ulagabilmektedir. Bu
durumun temel nedeni, hidrokarbonlarin besin zinciri boyunca tasinarak organizmalarda
artan oranlarda birikmesi, yani biyomagnifikasyona ugramasidir (Tagkin, 2010).

Bu calisma, ham petrol ile kirlenmis olan topraklardan petrol pargalayici
bakterilerin izole edilmesi, molekiiler yontemlerle karakterize edilmesi ve bu bakterilerin

ham petrol bozunma potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

1.1. Petroliin Onemi ve Kullanim Alanlar

1228 yilinda Bagdat’ta, neft dolu cam balonlarin savas sirasinda askeri ihtiyaglari
karsilamak amaciyla kullanildigi kaydedilmistir (Forbes, 1958). Petroliin stratejik
onemini fark eden ilk girisimciler, imparatorlar kadar giiclii, bu alanda kurduklar

sirketler ise devletler kadar zengin hale gelmislerdir (Berreby, 1959).



Enerji, toplumsal yasamlarimizi siirdiirebilmemiz i¢in gerekli olan hemen hemen
tiim siiregler i¢in vazgecilmez bir girdi olup; sanayi, ulastirma, konut ve ticarethane alt
sektorlerinde kullanilmaktadir. Diinya’da enerji iiretim rakamlari incelendiginde % 60
ile en biiyiik pay1 fosil yakitlarin aldig1 goriilmektedir (Kumbur, 2005).

Petrol, 6zellikle ulagtirma sektoriinlin temel enerji kaynagi olarak, diinya birincil
enerji tilkketimi i¢inde en biiyiik paya sahiptir. Petrolil takip eden dogal gaz ve komiir ise
biiyiik 6l¢iide elektrik tiretiminde kullanilmaktadir. 2015 yil1 ilk verileri itibariyle petrol,
diinya enerji talebinin %32,6’s1n1, dogal gaz ise %23,7 sini karsilamistir. Bugiine kadar,
cesitli uluslararast kurum ve kuruluglar tarafindan (Uluslararasi Enerji Ajansi, ABD
Enerji Idaresi, BP, Exxon Mobil vb.) yapilan cesitli projeksiyonlara gére, petrol ve dogal
gazin birincil enerji tiikketimi icindeki paylart uzun donemde de koruyacaklar

ongoriilmektedir (BP, 2016).

1.2. Petroliin Cevreye Zararlari

Yirminci yiizy1l boyunca kiiresel ticaret sisteminin merkezinde yer alan ham petrol
ve dogal gaz gibi fosil enerji kaynaklarinin agik denizlerde aranmasi, tiretimi ve 6zellikle
deniz yoluyla tasinmasi, diinya genelinde dnemli gevresel sorunlarin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Giinlimiizde de uluslararas: siyasal iliskilerin ve silahli ¢atigmalarin
temel belirleyicileri arasinda bulunan bu enerji kaynaklari, alternatif enerji kaynaklari
yeterli diizeyde yayginlasincaya kadar devletler agisindan stratejik bir giic unsuru olma
ozelligini stirdiirecektir.

Petrol ve tiirevlerinin kullanim1 sonucu olusan c¢evresel zararlarin yani sira, deniz
tagimacilig1 sirasinda yasanan biiylik Olgekli tanker kazalart ve deniz {istii iiretim
tesislerinde meydana gelen olaylar, ekosistemler iizerinde kalic1 tahribatlara yol
acabilmektedir. Bu tiir ¢evresel felaketlerin tamamen ortadan kaldirilmasi miimkiin
olmamakla birlikte, risklerin azaltilmasi ve meydana gelen kirliligin giderilmesine
yonelik Onleyici ve iyilestirici yontemlerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar araliksiz
sekilde devam etmektedir. Gemilerden, oOzellikle de petrol tasiyan tankerlerden
kaynaklanan petrol kirliligi genellikle iki temel siire¢ sonucunda ortaya c¢ikmaktadir.
Bunlardan ilki, sefer sirasinda geminin dengesini saglamak amaciyla alinan balast (safra)
suyunun denize bosaltilmasidir. Ikincisi ise yiik tanklar ile yakit tanklarinin temizlenmesi
sirasinda olusan atiklarin  deniz ortamina karigmasidir. Ancak bu tiir rutin
operasyonlardan kaynaklanan kirlilik, tanker kazalar1 ve petrol platformlarinda meydana
gelen olaylarla karsilastirildiginda olduk¢a sinirli kalmaktadir. Giiniimiizde tankerlerin

tagima kapasitelerinin artmasi, olast kazalarin ¢evresel etkilerini daha da agirlagtirmakta



ve uygulanan giivenlik dnlemlerine ragmen bu tiir biiylik capli deniz kirliligi olaylar
halen yasanmaya devam etmektedir.

Gilinlimiizde petrol, en 6nemli enerji kaynaklar1 arasinda yer almakla birlikte, ¢evre
tizerinde olusturdugu olumsuz etkiler nedeniyle ciddi bir risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir.

Petroliin rafinasyon siireci sirasinda aciga ¢ikan gazlar dogrudan atmosfere
yayilarak hava kalitesini diisirmekte; tiretim, tasima ve kullanim asamalarinda ise toprak
ve su kaynaklarmin kirlenmesine neden olmaktadir. Ozellikle deniz yoluyla tasinan ham
petroliin tankerlerden sizmasi, su ekosistemlerini olumsuz etkilemekte ve canlilarin
yasamini tehdit eden sonuclar dogurmaktadir. Su ortamina karisan organik ve inorganik
maddeler, suyun fiziksel ve kimyasal yapisin1 bozarak su kirliligine yol agmaktadir
(Doganay, 1998).

Sosyo-ekonomik kalkinma, politik degisimler, kentlesme siireci, niifus artig1 ve
teknolojik ilerlemelerle birlikte enerjiye olan ihtiyag her gecen giin daha da
ylkselmektedir. Bu artan talep, yasam ¢evresinde ¢esitli yapisal ve ¢cevresel doniisiimlerin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. S6z konusu stiregler dogal dengenin bozulmasina
yol acmakta ve ekosistem icinde yer alan canlilar ilizerinde olumsuz etkiler

olusturmaktadir. (Dogan, 2011).

1.3. Petrol Kirliligine Kars1 Alinan Onlemler

Petrol kirliligiyle miicadelede giderek Onem kazanan bir diger yaklagim ise
biyolojik iyilestirme yontemleridir. Biyoremediasyon olarak adlandirilan bu yontemde,
petrol  hidrokarbonlarim1  par¢alama  yetene§ine  sahip  mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalar petrolii karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanmakta ve sonucta daha basit, ¢evre agisindan daha az zararli bilesikler olusmaktadir
(Atlas ve Hazen, 2011).

Biyoremediasyon = uygulamalari  dogal  veya  desteklenmis  bigimde
gerceklestirilebilmektedir. Dogal biyoremediasyonda ortamda zaten bulunan
mikroorganizmalarin faaliyetleri izlenirken, desteklenmis biyoremediasyonda besin
elementleri eklenerek veya 0Ozel bakteri kiiltlirleri kullanilarak parcalanma siireci

hizlandirilmaktadir (Giines, 2019).

1.4. Bakterilerin Petrol Parcalanmasindaki Yeri ve Onemi
Petrol kirliligi, ¢cevresel sistemlerde uzun siire kaliciligin1 koruyabilen ve ekolojik

dengeyi c¢ok yonli bi¢cimde etkileyen Onemli bir ¢evre sorunu olarak



degerlendirilmektedir. Petroliin yapisinda bulunan alifatik, aromatik ve kompleks
hidrokarbon bilesikleri, dogal kosullar altinda fiziksel ve kimyasal siireclerle sinirh
Olcilide pargalanabilmektedir. Bu nedenle petroliin ¢evre lizerindeki olumsuz etkilerinin
azaltilmasinda biyolojik siiregler 6zel bir 6nem tasimaktadir. Bu biyolojik siire¢lerin
merkezinde ise bakteriler yer almaktadir (Zobell, 1946).

Petrol parcalanma siireci, bakteriler tarafindan gerceklestirilen ¢ok asamali
biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda ortaya cikmaktadir. Bu siirecte bakteriler
tarafindan sentezlenen 6zel enzimler, biiyiik ve karmasik hidrokarbon molekiillerini daha
kiigiik ve daha az toksik bilesiklere doniistiirmektedir. Bu doniisiim, petroliin ¢evrede
kaliciligini azaltmakta ve kirlenmis ortamlarin zamanla dogal dengesine yaklasmasina
katki saglamaktadir (Bossert ve Bartha, 1984).

Bakterilerin petrol parcalama yetenegi yalnizca oksijenli ortamlarda sinirl degildir.
Yapilan aragtirmalar, oksijenin sinirli oldugu veya hi¢ bulunmadig: ortamlarda da bazi
bakteri gruplarinin hidrokarbonlar1 metabolize edebildigini ortaya koymustur. Bu durum,
petrol kirliliginin yalmzca yiizey sularinda degil, derin sedimentlerde ve toprak
katmanlarinda da biyolojik olarak doniisiime ugrayabilecegini gostermektedir (Lovley
vd., 1995).

Denizel ve karasal ekosistemlerde gerceklestirilen calismalar, petrol kirliligi sonrast
mikrobiyal topluluk yapisinda belirgin degisimler meydana geldigini ortaya koymaktadir.
Bu siiregte hidrokarbonlar1 pargalayabilen bakterilerin sayisinda artis gozlenmekte,
mikrobiyal c¢esitlilik petrol varligina bagl olarak yeniden sekillenmektedir. Bu durum
bakterilerin yalnizca kirleticileri azaltmakla kalmadigini, ayn1 zamanda ekosistemin
yeniden yapilandirilmasinda da rol oynadigini géstermektedir (Yakimov vd., 2007).

Petrol pargalayabilen bakterilerin ¢evresel dnemi, yalnizca dogal iyilesme siirecleri
ile smirh degildir. Bu mikroorganizmalar, petrol kirliligiyle miicadelede gelistirilen
biyolojik temelli yontemlerin de temelini olugturmaktadir. Bakterilerin kontrollii bicimde
kullanilmasiyla gergeklestirilen biyoremediasyon uygulamalari, giiniimiizde g¢evreye
zarar vermeden kirliligin azaltilmasimi amaclayan siirdiiriilebilir yaklagimlar arasinda
degerlendirilmektedir (Margesin ve Schinner, 2001). Bakterilerin  petrol
par¢alanmasindaki Onemi yalnizca cevresel temizlik agisindan degil, ayni zamanda
ekosistem sagliginin yeniden kazanilmasi bakimindan da degerlidir. Petrol kirliligi
sonrasi bozulan toprak yapisi, mikrobiyal aktivitenin artmasiyla birlikte zamanla
biyolojik islevlerini yeniden kazanmaya baslamaktadir. Bu siire¢ bitki gelisiminin
desteklenmesine, besin zincirinin yeniden kurulmasina ve ekosistem dengesinin kademeli

olarak onarilmasina katki saglamaktadir (Margesin ve Schinner, 2001).



1.5. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, mikroorganizmalarin kullanilmasi yoluyla zararli maddelerin
toksik olmayan bilesiklere doniistiiriildiigii bir aritma siirecidir ve kimyasal sivilar ile
tehlikeli atiklarin giderilmesinde umut vadeden ydntemlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Bu siirecte bakteriler, zararli atiklar1 ¢evre i¢in giivenli yan iirlinlere
doniistiirdiikten sonra ya yasamlarin1 sonlandirir ya da dogal popiilasyon seviyelerine
geri donerler. Bu sayede ekosistemin dengesi korunmus olur. Ayrica, toprakta mevcut
olan mikroorganizma tiirlerinin belirlenmesiyle, toprak rehabilitasyonu i¢in en uygun
mikrobiyal bilesim olusturulabilmektedir. Baz1 uygulamalarda ise atiklarin parcalanmasi
sirasinda gorev alan mikroorganizmalarin olusturdugu yan {irlinler ekonomik degere
sahip olabildiginden, geri kazanim imkam1 da saglanmaktadir. Anaerobik aritma
teknolojisi bu duruma 6rnek olarak gdosterilebilir. Organik madde igerigi yiiksek atik
sulara sahip endiistriyel tesislerde kullanilan bu ydntemde, uygun biyokimyasal
kosullarin saglandig1 reaktorler tercih edilmektedir. Bu reaktorlerde, anaerobik ortamda
faaliyet gosteren metanojen bakteriler organik atiklari pargalayarak kirliligi azaltirken
ayn1 zamanda metan gazi iiretir. Elde edilen metan gazi elektrik enerjisine doniistiiriilerek
isletmeye ek bir enerji kaynagi kazandirilir. Ozellikle gida ve kagit sanayi gibi sektorler,
bu teknoloji i¢in oldukga elverislidir (Alexander, 1999).

Ham petrol, organik bilesenler agisindan oldukc¢a karmasik ve bilesimi degisken
olan bir karigimdir. Yer kabugunun derinliklerinde biriken organik maddeler, uzun
jeolojik zaman dilimleri boyunca yiiksek sicaklik ve basing etkisi altinda,
mikroorganizmalarin anaerobik parcalanmasi sonucunda dogal gaz, sivi ham petrol, kaya
petrolii ve asfalt benzeri maddelere doniismektedir. Ham petroliin temel bilesenlerini
hidrokarbonlar olusturmaktadir. Bu bilesikler arasinda metan, alifatik n-alkanlar ile
pentan, hekzan ve heptan gibi diisiik molekiil agirlikli hidrokarbonlar; sikloparafinik
yapilar; benzen ve toluen gibi tek halkali aromatikler; naftalin ve fenantren gibi ¢ok
halkali aromatik hidrokarbonlar yer almaktadir. Bunlara ek olarak, kiikiirt ve azot iceren
heterosiklik bilesikler, agir metaller ile zift ve katran benzeri yiiksek molekiil agirlikli

fraksiyonlar da ham petroliin bilesiminde bulunmaktadir (Mrozik, 2003).

1.6. Petrol Kokenli Hidrokarbonlarin Mikroorganizmalarla Mineralizasyonu
Alkanlar: Aerobik kosullarda doymus alifatik fraksiyon, genellikle u¢ alkan
monooksijenazlart (AlkB) veya uzun zincir alkan mono-oksijenazlar1 (LadA) ile
terminal/ subterminal hidroksilasyona ugrar; alkol — aldehit — yag asidine oksitlenir ve

B-oksidasyon ile asetil-KoA’ya parcalanir (Rojo, 2009;Vanbeilen ve Funhoff, 2007).



Pseudomonas, Alcanivorax, Rhodococcus ve Bacillus tirleri, ¢oklu alkan hidroksilaz
setleriyle genis zincir araliklarinda aktivite gosterebilir (Head vd., 2006; Rojo, 2009).

Aromatikler ve PAH lar: Monosiklik aromatikler (toluene, xylene vb.) ve PAH’lar
(naftalen, fenantren, piren aerobik olarak cogunlukla halkaya ilk saldirty1 gerceklestiren
ring-hydroxylating dioksijenazlar (RHD) ile cis-dihidrodiol ara iiriinlerine oksitlenir;
bunu dehidrojenazlar izler ve katekol veya protokatekuat gibi merkezi ara iiriinler olugur
(Haritash ve Kaushik, 2009). Sonraki asamada katekol 1,2-dioksijenaz (ortho-yol) veya
katekol 2,3-dioksijenaz (meta-yol) halka kirilmasmi Kkatalizler; tirtinler asetil-
KoA/siiksinil-KoA tizerinden TCA dongiisiine girer (Das ve Chandran, 2011;Haritash ve
Kaushik, 2009). Naftalen i¢in nah gen kiimesi, toluen i¢in tod/tbu, piren/fenantren igin
cesitli PAH-RHD kiimeleri karakterizedir (Haritash ve Kaushik, 2009; Kimes vd., 2014).

Biyoyararlanom ve ylizey siirecleri. Hidrofobik substratlara erigimde
biosiirfaktanlar (6rn. rhamnolipid, trehalose-lipidler) ve EPS-zengin biyofilmler damlacik
arayliziinii stabilize ederek kiitle taginimini artirir; diigiik kritik misel konsantrasyonlari
(CMC) sayesinde petrol fazin1 emiilsifiye ederek hiicre-substrat temasi saglar (Das ve
Chandran, 2011; Plociniczak vd., 2011). Bu etki 6zellikle yiiksek molekiil agirlikli
PAH’larda hiz sinirlayici basamagi kisaltir (Haritash ve Kaushik, 2009).

Oksijensiz kosullarda kimyasal aktivasyon farklidir; alkan ve aromatiklerin ilk
adimi ¢ogu kez fumarata eklenme mekanizmasiyla radikal iiretimine dayanir. Benzil
siiksinat sentaz (BSS; bss/ass/mas genleri) toluen gibi alkil aromatikleri benzilsiiksinata
dontistiiriir; alkanlarda alkil-fumarat olusur ve ardisik B-oksidasyon benzeri adimlarla
asetil-KoA’ya pargalanir (Meckenstock vd., 2016;Widdel ve Rabus, 2001). Elektron
alicilart  olarak nitrat/ nitrit, demir(Ill), siilfat ve karbondioksit (metanojenik
konsorsiyumlar) gorev yapabilir (Head vd., 2006; Meckenstock vd., 2016). Anaerobik
PAH bozunmas: yavas olsa da sahadaki anoksik sedimanlarda uzun vadeli kaderi

belirleyen ana siireglerden biridir (Meckenstock vd., 2016).

1.7. Petrol Hidrokarbonlarinin Yapisi ve Cevresel Davramsi

Petrol hidrokarbonlari; alifatik hidrokarbonlar, aromatik bilesikler, recineler ve
asfaltenlerden olusan karmasik bir karigimdir. Bu bilesenlerin ¢evredeki kalicilig
kimyasal yapilarina ve ortam kosullarina bagli olarak degismektedir. Kisa zincirli alifatik
hidrokarbonlarin biyolojik olarak daha hizli pargalanabildigi, ¢ok halkali aromatik
hidrokarbonlarin ise ¢evrede daha uzun siire kalabildigi bildirilmektedir (Atlas, 1981;
Das ve Chandran, 2011).



Teknolojik olarak geligsmis proses algoritmalarinin modellenmesi ve isletilmesi
icin teknoloji gelistirilmistir. Yapilan c¢alismalara dayanarak, termal kontrol

yontemlerinin faydalilig1 ve yliksek maliyeti hakkinda sonuclar ¢ikarilmistir.

1.8. Cevresel izolatlardan Elde Edilen Bakterilerin Onemi

Bacillus tiirleri gibi termofilik mikroorganizmalar, yiiksek sicaklik ve pH
kosullarinda biiyliyebilme yetenegine sahip olup, endiistriyel dneme sahip enzimlerin
iiretiminde biiyiik rol oynamaktadir. Bu enzimler, deterjanlara katki maddesi olarak

eklenerek sicak suyla yapilan temizlikte etkinligi artirmaktadir (Fritze, 1996).

1.9. Petrol Parcalayan Bakteriler

Petrolii pargalayan bakteriler, hidrokarbon bilesiklerini karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanabilen mikroorganizmalardir. Bu bakteriler, petroliin yapisinda bulunan
alifatik ve aromatik hidrokarbonlar1 ¢esitli enzimatik reaksiyonlar araciligryla daha basit
bilesiklere doniistiirerek parcalayabilmektedir. Bu biyolojik siire¢, petrol kirliliginin
dogal yollarla azaltilmasinda Onemli bir mekanizma olup biyoremediasyon
uygulamalarinin temelini olusturmaktadir (Atlas, 1981). Petrolle kirlenmis ortamlarda
hidrokarbonlar1 pargalayabilen ¢ok sayida bakteri cinsi tanimlanmigstir. Bunlar arasinda
Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus, Corynebacterium ve Flavobacterium
cinsleri 6nemli bir yere sahiptir. Ozellikle Pseudomonas tiirleri, genis hidrokarbon
yelpazesini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmeleri, ¢evresel kosullara kolay
uyum saglamalar1 ve yiiksek biyodegradasyon kapasiteleri nedeniyle petrol kirliliginin
giderilmesine yonelik ¢aligmalarda siklikla aragtirilmaktadir (Das ve Chandran, 2011).

Petrol ile kirlenmis topraklar, hidrokarbonlar1 parcalama yetenegine sahip c¢ok
saylida mikroorganizmaya dogal yagam alani olusturmaktadir. Bu ortamlardan izole
edilen bakteriler, ham petrolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmeleri sayesinde
biyoremediasyon caligmalarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Tiirkiye'de petrol ile
kirlenmis bolgelerden izole edilen bakteriler {izerinde yapilan arastirmalarda, ozellikle
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Citrobacter amalonaticus ve
Acinetobacter tiirlerinin ham petrolii parcalama acisindan yiiksek etkinlik gosterdigi

belirlenmistir (Erdogan vd., 2013).



2. LITERATUR OZETi

2010 yilinda meydana gelen Deepwater Horizon petrol sizintisi, biyoremediasyon
potansiyelinin anlasilmasinda kritik bir vaka olmustur. Bu olaydan sonra yapilan
metagenomik analizlerde, deniz ortaminda Alcanivorax, Cycloclasticus, Marinobacter
ve Colwellia gibi bakterilerin hizli sekilde cogaldigi, alkan ve aromatik hidrokarbonlarin
par¢alanmasinda etkin rol oynadigi belirlenmistir (Atlas ve Hazen, 2011;Kimes vd.,
2014).

Hindistan’da yapilan pek ¢ok calismada, Pseudomonas, Bacillus ve Rhodococcus
tiirlerinin alifatik ve aromatik hidrokarbonlar1 pargalayabildigi rapor edilmistir. Ozellikle
Gujarat bolgesindeki petrol rafinerisi atiklarindan izole edilen bakterilerin, laboratuvar
ortaminda naftalen ve fenantren gibi PAH’lar1 %70’in {izerinde mineralize edebildigi
gosterilmistir (Das ve Chandran, 2011).

Avrupa calismalari. Rusya ve Dogu Avrupa’da yapilan saha uygulamalarinda,
petrol ile kontamine olmus topraklarda biyostimiilasyon (N-P giibre takviyesi) ve
bioaugmentasyon (6zel bakteri konsorsiyumu ekimi) yoOntemlerinin kombine
edilmesiyle %60-80 oraninda hidrokarbon giderimi saglanmistir (Meckenstock vd.,
2016).

Tuzcul ortamlarda gerceklesen petrol kirliliklerinde, halofilik ve halotolerant
mikroorganizmalarin biyodegradasyon siirecinde énemli rol oynadigi bildirilmektedir.
Halomonas, Marinobacter ve bazi arkeal gruplara ait tiirlerin, yiiksek tuzluluk
kosullarinda dahi petrol hidrokarbonlarin1 pargalayabildigi gosterilmistir (Garcia vd.,
2005).

Ayrica Bacillus cinsine ait tiirlerin, 06zellikle Bacillus licheniformis’in
biyosiirfaktan iiretimi ve c¢evresel kosullara dayanikliligt nedeniyle petrol
biyoremediasyonunda etkili oldugu rapor edilmistir (Bento vd., 2005;Koshlaf ve Ball,
2017).

Petrol kaynakli hidrokarbonlarin hidrofobik yapisi, mikroorganizmalarin bu
bilesiklere erisimini smirlandirarak biyodegradasyon siirecini zorlastirabilmektedir.
Degradasyon sirasinda olugan ara metabolitlerin ortamda birikmesi ise ana pargalayici
bakteriler tlizerinde baski olusturabilmektedir. Bu noktada Corynebacterium,
Lysinibacillus ve Sphingobacterium gibi destekleyici bakteriler, ara tirlinlerin metabolize
edilmesine ve hidrokarbonlarin biyoyararlanimimin artirilmasina katki saglayarak

mikrobiyal konsorsiyumun etkinligini artirmaktadir (Icgen ve Yilmaz, 2016).



Petrol ve petrol tiirevleri ile kirlenmis topraklardan izole edilen bakteriler tizerine
yapilan caligmalar, hidrokarbon degradasyonunun farkli bakteri tiirlerinin birlikte
olusturdugu mikrobiyal topluluklar araciligiyla gergeklestigini gostermektedir. Aromatik
hidrokarbonlar ve petrol bilesenleri iizerinde gergeklestirilen bir c¢alismada, toprak
ortamindan izole edilen bakteriler arasinda 6zellikle Pseudomonas ve Bacillus cinslerine
ait tlirlerin 6ne ¢iktig1 rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada, petrol degradasyonunda
dogrudan rol oynayan bakterilerin yani sira, degradasyon siirecinde olusan ara iirtinlerin
metabolizmasia katki saglayan destekleyici bakteriyel gruplarin da 6nemli oldugu
vurgulanmistir. Bu bulgular, petrol biyodegradasyonunun tek bir bakteri tiirii ile sinirh
olmadigini, aksine mikrobiyal konsorsiyumlar araciligiyla daha etkin bir sekilde
gerceklestigini ortaya koymaktadir (Dindar, 2014).

Bakteri izolatlarinin giivenilir bigimde tanimlanmasinda 16S rRNA gen bolgesinin
PCR ile ¢cogaltilmasi ve dizi analizi yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yaklasim,
izolatlarin taksonomik konumlarinin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Clarridge,
2004; Janda ve Abbott, 2007). Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda klasik fenotipik
ve biyokimyasal yontemlerin yani sira molekiiler yaklagimlarin kullanilmasi, bakterilerin
daha giivenilir ve ayrintili sekilde tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Ozellikle 16S
rRNA gen dizilemesi, PCR tabanli yontemler ve DNA profilleme teknikleri, laktik asit
bakterilerinin tiir ve alt tiir diizeyinde ayriminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
molekiiler yontemlerin, geleneksel biyokimyasal testlerle birlikte uygulanmasinin yanlis
tanimlamalarin azaltilmasima ve bakteriyel ¢esitliligin daha dogru belirlenmesine katki
sagladigi bildirilmektedir (Temmerman vd., 2003).

Yapilan bir ¢alismada izole edilen 146 izolat, enzimleri agisindan taranmis ve iki
izolat amilaz iireticisi, 17 izolat ise proteaz iireticisi oldugu belirlenmistir. 17 izolat
arasindan en kisa siirede en iyi alkalen proteaz lreticisi izolat (22 numarali izolat)

belirlenmis ve B clasuii olarak tanilanmistir (Bal, 2005).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Alanm1 ve Numune Toplama

Bu calismada kullanilan ham petrol 6rnegi, Azerbaycan'in Bakii kenti sinirlar
icerisinde yer alan Abseron Yarimadasi'ndaki bir petrol iiretim kuyusundan temin
edilmistir (Sekil 1). Numune alinan alan, petrol ¢ikarma faaliyetleri sirasinda olusabilecek
sizintilar ve uzun siireli hidrokarbon maruziyeti nedeniyle petrol kirliligi agisindan
yluksek risk tasiyan bir bolge olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle s6z konusu alan,
petrol parcalayict mikroorganizmalarin dogal olarak gelisebilecegi uygun bir calisma

sahas1 niteligindedir.
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Sekil 1. Petrol ve toprak numunesinin alindig1 bolge

Yiizeysel kirliligin etkisini en aza indirmek ve mikrobiyal aktivitenin daha yogun
oldugu katmanlar1 temsil etmek amaciyla, numuneler toprak yiizeyinin yaklasik 5-10 cm
altindan alinmistir. Numune alma islemi steril spatiil yardimiyla gerceklestirilmis ve her
bir o6rnek, capraz bulasmay1 6nlemek amaciyla ayri ayr1 toplanmistir. Alinan toprak
ornekleri, hava ile temas etmeyecek sekilde steril ve kapakli polipropilen numune
kaplarina aktarilmistir. Numuneler, 6rnekleme isleminin ardindan soguk zincir kosullari

altinda laboratuvara tasinmis ve deneysel analizler yapilana kadar +4 °C’de muhafaza



edilmistir. Bu kosullar, 6rnek icerisindeki dogal mikrobiyal popiilasyonun korunmasi ve
mikrobiyal faaliyetlerin kontrol altina alinmasi amaciyla tercih edilmistir.

Numuneler laboratuvara ulastirildiktan sonra, bakteriyel izolasyon ve diger
deneysel ¢alismalar baslatilana kadar ayni kosullarda saklanmistir. Numune alma, tasima
ve saklama asamalarinda, dis ¢evreden kaynaklanabilecek kontaminasyonlarin 6nlenmesi
amaciyla gerekli tiim hijyen ve sterilizasyon onlemleri titizlikle uygulanmistir. Bdylece
calismada elde edilen sonuglarin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi saglanmistir. Alinan
toprak ornekleri, hava ile temas etmeyecek sekilde steril ve kapakli polipropilen numune
kaplarina aktarilmistir. Numuneler, 6rnekleme isleminin ardindan soguk zincir kosullari
altinda laboratuvara tasinmis ve deneysel analizler yapilana kadar +4 °C’de muhafaza
edilmistir. Bu kosullar, 6rnek igerisindeki dogal mikrobiyal poptilasyonun korunmasi ve

mikrobiyal faaliyetlerin kontrol altina alinmas1 amaciyla tercih edilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal ve Besiyerleri

Bu calismada petrol ile kontamine olmus topraklardan izole edilen bakterilerin
zenginlestirilmesi, saf Kkiiltiirlerinin elde edilmesi ve molekiiler analizlerinin
gerceklestirilmesi amaciyla ¢esitli besiyerleri ve kimyasal maddeler kullanilmistir.
Kullanilan tiim kimyasallar ve besiyerleri, mikrobiyolojik calismalar i¢in uygun saflikta
secilmis ve deneysel siire¢ boyunca steril kosullar altinda kullanilmastir.

Bakterilerin ¢ogaltilmasi ve genel biliyiime Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla
Tryptic Soy Broth (TSB) ve Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerlerinden yararlanilmigtir.
TSB, bakterilerin sivi ortamda homojen sekilde ¢ogalmasini sagladigi icin ozellikle
zenginlestirme asamasinda ve saf kiiltiirlerin ¢ogaltilmasinda tercih edilmistir. TSA ise
kat1 besiyeri olarak koloni morfolojisinin goézlemlenmesi, ¢izgi ekim yontemiyle saf
kiiltiirlerin elde edilmesi ve koloni ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla
kullanilmistir (Cappuccino ve Welsh, 2017).

Ayrica PCR ve jel elektroforezi asamalarinda niikleazsiz su, agaroz, TAE/TBE
tampon c¢ozeltileri, ANTP karigimlari, Taq DNA polimeraz, PCR Master Mix ve 16S
rRNA genine 6zgii primerler kullanilmistir. DNA bantlarinin goériintiilenmesi amaciyla
DNA boyama ajanlar1 (6rnegin etidyum bromiir veya giivenli alternatif boyalar) tercih
edilmistir. Petrol degradasyonunun kantitatif olarak degerlendirilmesi amaciyla yapilan
Olctimlerde spektrofotometrik analizler gerceklestirilmis ve bu siirecte gerekli tampon
cozeltiler ile ekstraksiyon kimyasallar1 kullanilmistir (Sambrook ve Russell,

2001;Weisburg vd., 1991).
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Ayrica petrol bilesenlerinin tanimlanmasi ig¢in yapilan GC-MS analizlerinde,
numune hazirlama asamasinda n-heksan ve sodyum siilfat (Na»,SO4) gibi ekstraksiyon ve
kurutma amacgh kimyasallardan yararlanilmistir. Tiim besiyerleri ve cozeltiler deney
oncesinde uygun sicaklik ve siirelerde sterilize edilmis; caligsma siiresince ¢apraz
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla aseptik tekniklere titizlikle uyulmustur. Kullanilan
kimyasallar ve besiyerleri, ¢calismanin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini saglamak

acisindan 6nemli bir rol oynamistir (Wang ve Fingas, 2003).
3.3. Cahismada Kullanmilan Cihazlar
Calismada kullandigimiz cihaz isimleri ve marka-modelleri Tablo 1°de

gosterilmistir.

Tablo 1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Marka/Model

Inkiibator Thermo

Calkalamal1 inkiibator Zhicheng - ZHWY2102C

Santrifiij Hettich Mikro 220R

Calkalamal1 su banyosu Mehmet WNB14

Mikroskobik Goriintiileme Sistemi Lecia — Samsung

-86°C Dondurucu Glacier Ultralow Freezer’s

Otoklav Hirayama

Saf Su Cihazi mpMiniPure DestUp

Spektrofotometre Beckman Coulter DU-730 Nanodrop
Thermo — Multiscan Go

PCR Cihaz1 Senso Quest-Labcycler

Jel Goriintiilleme Sistemi VILBER LOURMAT-Quantum

pH Metre Mettler Toledo — SevenCompact

Hassas Terazi Shimadzu — ATX 224

Kar Makinasi Scotsman — AF80

3.4. Petrol ile Zenginlestirme Islemi

Toprak 6rneginde bulunan potansiyel petrol parcalayict mikroorganizmalarin aktif
hale getirilebilmesi i¢in 1 g toprak ve 1 mL ham petrol, 50 mL TSB iceren erlenlere
aseptik kosullarda eklenmistir. Burada TSB, mikroorganizmalarin biiylimesini

destekleyen bir besiyeridir. Hazirlanan karisimlar g¢alkalamali inkiibatérde 37 °C
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sicaklikta ve 150 rpm hizinda 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda zenginlesen kiiltiirlerden 0.1 mL almarak TSA besiyerine yayma ekimi
yapilmistir. Yayma ekimi yapilan plaklar tekrar 37 °C’de inkiibe edilir. Bu siireg, her bir
bakterinin ayr1 bir kolonide ¢ogalmasini saglar, bdylece petrolii pargcalayan organizmalar

saf bir sekilde elde edilir.

3.5. Saf Kiiltiirlerin Elde Edilmesi

Petrol ile kontamine orneklerden elde edilen zenginlestirme kiiltiirlerinde bakteri
gelisiminin ~ gdzlenmesinin  ardindan, izolatlarin = saflastirilmasi  amaciyla sivi
besiyerlerinden kati besiyerlerine aktarim yapilmistir. Bu amagla, bakteri gelisimi
saglanan Tryptic Soy Broth (TSB) ve Bushnell-Haas Broth (BSB) ortamlarindan alinan
ornekler, Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerine aktarilmistir.

Aktarim islemleri steril kosullar altinda gerceklestirilmis ve ekimler, bakterilerin
optimum gelisim gdsterebilecegi sicaklik olan 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda TSA besiyerinde gelisen koloniler morfolojik 6zellikleri
acisindan degerlendirilmistir. Morfolojik olarak farklilik gosteren koloniler secilerek saf
kiiltiir elde edilmesi amaciyla ardigik ekim islemleri uygulanmistir.

Bu islemler, tek tip koloni morfolojisi elde edilinceye ve kontaminasyon
bulunmadigr dogrulanincaya kadar tekrarlanmistir. Elde edilen saf bakteri kiiltiirleri,
daha sonraki analizlerde kullanilmak iizere uygun kosullarda muhafaza edilmistir.
Saflastirilan izolatlar, spektrofotometrik 6lgiimler, molekiiler tanimlama ve biyolojik

degerlendirmelerde kullanilmistir.

3.6. Genomik DNA izolasyonu

Izolasyon islemi, iiretici firmanin 6nerdigi basamaklar temel almarak, ancak
calismanin Ozelliklerine uygun sekilde optimize edilmistir. DNA izolasyonu {i¢ temel
asamadan olusmustur: hiicre lizisi, protein ve diger hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasi
ve DNA ’nin safsizlastirilarak ¢coktiiriilmesi. Oncelikle TSB’de 18—24 saat inkiibe edilmis
saf kiiltiirlerden 1 mL alinmis ve 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti
elde edilmistir. Ust faz atildiktan sonra pelet, kitin sagladig1 Cell Lysis Solution ile iyice
siispanse edilmistir. Bu asamada hiicre duvarinin pargalanmasi ve DNA’nin ortama
serbest birakilmasi icin tiipler 65 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Lizis sonrasi
ornekler oda sicaklifina getirilmis ve hiicresel proteinlerin uzaklastirilmasi amaciyla

Protein Precipitation Solution eklenmistir. Cozelti hizla vortekslenmis ve yeniden
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santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast olugan yogun protein g¢okeltisi tiipiin dibinde
toplanmus, iistte kalan berrak DNA igeren silipernatan yeni bir tiipe dikkatlice alinmistir.

DNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in siipernatana soguk izopropanol eklenmis ve tiipler
hafifce ters cevrilerek karistirilmistir. Olusan DNA flokiilleri 4 °C’de kisa siire
bekletilmis ve ardindan tekrar santrifiij edilerek DNA peleti elde edilmistir. Pelet, kalan
tuz ve safsizliklardan arindirilmasi i¢in %70’lik etanol ile yikanmis, kurutulduktan sonra
kitin sagladigi DNA Rehydration Solution ile ¢oziindiriilmiistiir. Elde edilen genomik
DNA oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra homojen yap1 kazanincaya kadar hafifce
karistiritlmis ve -20 °C’de saklanmuisti.

[zolasyon sonrast DNA nin saflik ve konsantrasyon degetleri spektrofotometre ile
A260/A280 orani temel alinarak belirlenmistir. Oranin 1.8-2.0 araliinda olmasi, elde
edilen DNA’nin protein ve organik ¢oziicli kalintilarindan biiytlik 6l¢tide aridirildigini
gostermistir. Kaliteli DNA ornekleri, ¢calismanin devaminda PCR amplifikasyonu igin

kullanilmistir.

3.7.16S rRNA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Bakteriyel izolatlarin molekiiler diizeyde tanimlanabilmesi amaciyla 16S rRNA
gen bolgesi PCR yontemi kullanilarak cogaltilmistir. 16S rRNA geninin bakteriler
arasinda yiiksek derecede korunmus olmasi, bu bolgenin filogenetik analizler ve tiir
tanimlamasi agisindan yaygin olarak tercih edilmesini saglamaktadir (Sambrook ve
Russell, 2001;Weisburg vd., 1991).

PCR reaksiyonlar1 her bir ornek i¢in 30 pL toplam hacimde hazirlanmistir.
Reaksiyon karigimi; steril niikleazsiz su, 10X PCR tamponu, MgCl,, dNTP karigimi,
evrensel primerler (27F ve 1492R), Taqg DNA polimeraz ve kalip DNA igerecek sekilde
diizenlenmistir. Evrensel primerler, bakteriyel 16S rRNA geninin korunmus bdlgelerini
hedef alacak sekilde secilmistir. Hazirlanan PCR tiipleri termal dongii cihazina
yerlestirilmis ve amplifikasyon programi su sekilde uygulanmistir:

On denatiirasyon 94°C’de 2 dakika, ardindan 36 dongii olacak sekilde;
denatiirasyon 94°C’de 1 dakika, primer baglanmas1 52°C’de 1 dakika, uzama basamagi
ise 72°C’de 2 dakika olarak gerceklestirilmistir. Dongiilerin tamamlanmasinin ardindan
son uzama basamagi 72°C’de 5 dakika uygulanarak PCR islemi sonlandirilmistir.

PCR islemi sonrasinda elde edilen iiriinler, analiz edilinceye kadar —20°C’de
muhafaza edilmistir. Hazirlanan PCR tiipleri termal dongii cihazina yerlestirilmis ve
amplifikasyon programi su sekilde uygulanmistir: 6n denatiirasyon 94°C’de 2 dakika,

ardindan 36 dongii olacak sekilde; denatiirasyon 94°C’de 1 dakika, primer baglanmasi
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52°C’de 1 dakika, uzama basamagi ise 72°C’de 2 dakika olarak gerceklestirilmistir.
Dongiilerin  tamamlanmasinin ardindan son uzama basamagi 72°C’de 5 dakika
uygulanarak PCR islemi sonlandirilmigtir. PCR islemi sonrasinda elde edilen iirtinler,

analiz edilinceye kadar —20°C’de muhafaza edilmistir.

3.8. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

PCR amplifikasyonunun dogrulanmas: amaciyla PCR iiriinleri agaroz jel
elektroforezi yontemiyle analiz edilmistir. Bu amagla %1 oraninda agaroz jel hazirlanmig
ve jel 1X TAE tamponu igerisinde c¢oziindiiriilmiistiir. Jel igerisine DNA’nin
goriintiilenmesini saglamak amaciyla uygun bir DNA boyasi eklenmistir (Sambrook ve
Russell, 2001;Weisburg vd., 1991).

Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilmis, PCR {iriinleri yiikleme boyasi ile
karistirtlarak jel kuyucuklarina aktarilmistir. Elektroforez islemi yaklagik 90 V gerilim
altinda yiiriitiilmiis ve bantlarin ayrilmasi saglanmistir. Elektroforez sonrast DNA bantlar1
UV transilliiminator altinda goriintiilenmis ve uygun biiyiikliikteki bantlarin varligi

kontrol edilmistir.

3.9. Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi Analizi icin Numune Hazirhg:

Bu c¢alismada, izole edilen bakterilerin ham petrol degradasyon potansiyelinin
belirlenmesi amaciyla gaz kromatografisi—kiitle spektrometrisi (GC-MS) analizleri
gerceklestirilmistir (Wang ve Fingas, 2003). GC-MS analizleri i¢in, petrol ile
zenginlestirilmis s1vi kiiltiir ortamlarinda inkiibe edilen bakteriyel 6rnekler kullanilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler santrifiij edilerek hiicresel biyokiitle ortamdan
uzaklastirilmig ve silipernatant kismi analiz i¢in ayrilmistir. Bakteriyel hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmasiyla, petrol kokenli bilesiklerin daha net bir sekilde analiz
edilmesi amaclanmistir. Hazirlanan 6rnekler, petrol bilesenlerinin tiir ve dagilimlarinin
belirlenmesi amaciyla GC-MS analizleri i¢in ilgili laboratuvara gonderilmistir. Analizler
sonucunda elde edilen kromatogramlar ve kiitle spektrumlar1 kullanilarak, 6rneklerde
bulunan hidrokarbon bilesenleri tanimlanmis ve petrol degradasyonu sirasinda meydana
gelen degisimler degerlendirilmistir. GC-MS analizleri, bakterilerin petrol kokenli
bilesikleri parg¢alamasi sonucu ortaya c¢ikan ara friinlerin ve kalan hidrokarbon
fraksiyonlarinin belirlenmesi agisindan kullanilmistir. Bu analizler sayesinde bakterilerin
ham petrol iizerindeki biyodegradasyon etkileri detayli olarak incelenmistir. Petrol
degradasyon potansiyelinin belirlenmesi amaciyla segilen bakteriyel izolatlar, sivi

besiyerinde ham petrol varhginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
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kiltiirlerden belirli hacimlerde 6rnekler alinarak GC—MS analizine hazirlanmistir. Analiz
oncesinde, bakteriyel biyokiitlenin ortamdan uzaklastirilmas: amaciyla kiiltiir 6rnekleri
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda iist sivi faz dikkatlice ayrilmistir.
Ortamdaki petrol hidrokarbonlarinin ekstraksiyonu amaciyla iist sivi faza uygun bir
organik ¢oziicli eklenmis ve karisim, hidrokarbonlarin organik faza gegisini saglamak
icin homojen sekilde karistirillmistir. Faz ayriminin ardindan elde edilen organik faz,
nemden armdirilarak GC-MS analizine uygun hale getirilmistir. Gerekli goriilen
durumlarda ornekler analiz i¢in uygun konsantrasyona seyreltilmistir. Hazirlanan
GC-MS numuneleri, analizlerin gerceklestirilmesi amaciyla Giimiishane Universitesi
merkezi arastirma laboratuvara gonderilmistir. GC-MS analizleri, bu laboratuvarin
mevcut cithaz altyapisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler sonucunda elde edilen
kromatogramlar ve kiitle spektrumlar1 yardimiyla 6rneklerde bulunan petrol kokenli
hidrokarbon bilesenleri belirlenmistir. Bu g¢alisma kapsaminda, bes farkli bakteri
izolatindan elde edilen kiiltiirler kullanilarak toplam 10 adet GC-MS numunesi
hazirlanmis ve analiz edilmistir. Elde edilen veriler, bakterilerin petrol degradasyon

potansiyelinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, ham petrol ile kontamine olmus toprak Orneklerinden petrol
parcalayict bakterilerin izolasyonu, biiyiime Ozelliklerinin belirlenmesi, molekiiler
tanimlanmas1 ve petrol degradasyon potansiyellerinin ortaya konulmasi amaglanmaistir.
Bu dogrultuda elde edilen bulgular, izolasyon ve saflastirma, spektrofotometrik analizler,

PCR ve dizi analizleri ile GC-MS sonuglar1 basliklar1 altinda degerlendirilmistir.

4.1. Bakteriyel izolasyon ve Saf Kiiltiirlerin Elde Edilmesi Sonuclar

Ham petrol igeren TSB ortamlarinda gergeklestirilen zenginlestirme kiiltiirleri
sonucunda bakteriyel gelisim gdzlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda TSA besiyerine
yapilan ekimler neticesinde morfolojik olarak birbirinden farkli koloni tipleri olugsmustur.
Kolonilerin renk, sekil ve yiizey 6zellikleri dikkate alinarak toplam 5 farkli bakteri izolat1
saflastirilmistir. TSB ortaminda biiyiitiilen sivi kiiltlirlerde, ortamin bulanikliginda ve
petrol fazinin dagiliminda gozlenen degisimler, bakterilerin ortama adapte oldugunu ve
aktif metabolik faaliyet gosterdigini ortaya koymustur. Saflastirilmis bakterilere ait gorsel
Sekil 2°de gosterilmistir.

Sekil 2. Saflastirilmis bakteriler



4.2. Spektrofotometrik Biiyiime Analiz Sonuclar:

Saflastirilan bakteri izolatlarinin sivi kiiltiir ortamindaki biiyiime performanslari,
600 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik Olgiimlerle degerlendirilmistir.
Olgiimler sonucunda izolatlar arasinda optik yogunluk (ODsoo) degerleri bakimindan
belirgin farkliliklar oldugu gozlenmistir. Bazi izolatlarin daha yiiksek ODgoo degerlerine
ulagmasi, bu bakterilerin besiyerine daha hizli adapte oldugunu ve daha yogun hiicresel
cogalma gergeklestirdigini gostermektedir. Buna karsilik, bazi izolatlarda daha diisiik
optik yogunluk degerleri l¢iilmiis ve biiyiimenin smirli oldugu belirlenmistir. Izolatlarin

biiylime performanslarini ifade eden ODgqo degerleri Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Izolatlarn biiyiime performanslari

Izolatlar ODgo degerleri
[zolat-1 0,742
[zolat-2 1,328
[zolat-3 1,765
[zolat-4 2,122
[zolat-5 2,832

Bu tablodaki sonuglara gore izolat-5’in ODggy degeri en yiiksek olup bulundugu
besiyer ortamina daha fazla adapte oldugunu ve hiicresel olarak daha ¢ok ¢ogaldigini
gdstermektedir. izolat-1 ise en diisikk ODygy degerine sahiptir. Bu da bize bu bakterinin
ortamda daha az c¢ogaldigim1 gdstermekte olup ayni zamanda digerlerine gore
adaptasyonunun daha diisiik oldugunu gdstermektedir. Izolatlarm optik yogunlugu

grafiksel olarak Sekil 3’de gosterilmistir.
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3.0 1 2.832

Optik Yogunluk (ODg)

Izolat 1 izolat 2 Izolat 3 izolat 4 izolat 5
Izolatlar

Sekil 3. Izolatlarin dlgiilen optik yogunluk (OD600) degerleri

4.3. PCR Amplifikasyon ve Molekiiler Tanimlama Sonuclar:

Saf kiiltiirlerden izole edilen genomik DNA 6rnekleri kullanilarak 16S rRNA gen
bolgesine yonelik PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Agaroz jel elektroforezi
sonuglarinda tiim izolatlarda yaklasik 1500 bp uzunlugunda belirgin bantlar gézlenmistir.
Bu durum, 16S rRNA gen bolgesinin basariyla ¢cogaltildigini ve molekiiler tanimlama
icin uygun kalitede DNA elde edildigini gostermektedir.

PCR iiriinlerine ait dizi analizleri sonucunda izolatlarin tiir diizeyinde tanimlamalari
yapilmistir. GenBank veri tabani ile gerceklestirilen karsilastirmalar sonucunda
izolatlarin Pseudomonas neustonica, Sphingobacterium soli, Bacillus licheniformis,
Lysinibacillus fusiformis ve Corynebacterium stationis tirleri ile %99’un {iizerinde
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen baz uzunluklarinin 1412-1511 bp
araliginda degistigi saptanmistir. Baz uzunlugu en uzun olan izolatin 99,59 luk benzerlik
orant ve 1511 baz uzunluguyla Lysinibacillus fusiformis izolati, baz uzunlugu en kisa ve
99,64 benzerlik oraniyla, 1412 baz uzunluguyla Sphingobacterium soli bakterisi oldugu
belirlenmistir. izolatlarm molekiiler tanimlanmasina ait dizi analizleri sonuglar1 Tablo 3
de gosterilmistir.

Calismada 16S rRNA gen dizi analizleri sonucunda izolatlarin Pseudomonas
neustonica, Bacillus licheniformis, Sphingobacterium soli, Lysinibacillus fusiformis ve
Corynebacterium stationis tlirlerine ait oldugu belirlenmistir. Bu tiirlerin biiyiik bir kismu,

daha once petrol ile kirlenmis toprak ve su ortamlarindan izole edilen ve hidrokarbon
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pargalayic1 dzellikleriyle bilinen mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Izolatlarin

molekiiler tanimlanmasina ait dizi analizi sonuglar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Clarridge (2004) 16S rRNA gen dizileme yonteminin klasik biyokimyasal testlere
kiyasla daha yiiksek dogruluk sagladigini ve 6zellikle ¢evresel drneklerden izole edilen

bakterilerin tanimlanmasinda vazgec¢ilmez bir ara¢ oldugunu belirtmektedir.

Tablo 3. izolatlarin molekiiler tanimlanmasina ait dizi analizi sonuglari

Bakteri Kodu Benzedigi Tiir Benzerlik Orani Baz Sayisi (bp)
1 Corynebacterium stations 99,31 1492
2 Lysinibacillus fusiformis 99,59 1511
3 Pseudomonas neustonica 99,79 1503
4 Bacillus licheniformis 99,37 1427
5 Sphingobacterium soli 99,64 1412

Izole edilen bakterilere ait genomik DNA 6rneklerinden 16S rRNA gen bolgesi
PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Agaroz jel elektroforezi sonucunda tiim izolatlarda
yaklasik 1400-1500 bp biiyiikliiglinde bantlar elde edilmistir. Bu durum PCR
amplifikasyonunun basarili oldugunu gostermektedir. Izolatlara ait Jel elektroforez

goriintlisti Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 4. izolatlara ait 16S rRNA gen bdlgesinin agaroz jel elektroforez goriintiisii M:
DNA marker, 1-5: bakteri izolatlar1

4.4. GC-MS Analiz Sonuclari

Ham petrol kaynakli gevresel kirliligin biyolojik yollarla azaltilmasina yonelik
olarak ylriitiilen arastirma kapsaminda, petrolii karbon kaynagi olarak kullanabilen
mikroorganizmalarin izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen bakterilerin morfolojik
ve biyokimyasal 6zellikleri belirlenmis, ardindan 16S rRNA gen dizileme analizi ile
molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Son asamada ise izolatlarin ham petrol iizerindeki biyodegradasyon etkileri GC-
MS yontemi ile degerlendirilmis ve petrol bilesenlerinde meydana gelen degisimler

belirlenmistir (Sekil 5-9).
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Sekil 5. Corynebacterium stations’a ait GC-MS kromatogrami

Corynebacterium spp. izolatina ait GC-MS kromatograminda farkli alkonma
zamanlarnda ¢ok sayida pik tespit edilmistir. Kromatogramda en yiiksek pikler 25,439;
33,067; 37,291 ve 47,586 dakika alkonma zamanlarnda gdzlenmitir. Piklerin
younluklarinin farkli olmasi, 6rnekte farkli miktarlarda organik bilesiklerin bulundugunu
gostermektedir. Daha diisiik yogunluklu pikler ise daha diisiik konsantrasyonda bulunan
bilesikleri temsil etmektedir. Elde edilen kromatogram, Corynebacterium spp. izolatina

ait 6rnegin karakteristik GC-MS profilini ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 6. Lysinibacillus fusiformis’e ait GC-MS kromatogrami

Lysinibacillus fusiformis izolatina ait GC-MS kromatograminda farkli alikonma
zamanlarinda ¢ok sayida pik tespit edilmistir. Kromatogramda en belirgin pikler 25,426;
29,609 ve 33,047 dakika alikonma zamanlarinda gozlenmistir. Ayrica 6,484; 17,327,
28,592; 31,664; 36,364; 43,094 ve 47,754 dakika alikonma zamanlarinda daha diisiik
yogunluklu pikler belirlenmistir. Pik yogunluklarindaki farkliliklar, 6rnekte bulunan
organik bilesiklerin miktarlarinin degisken oldugunu gostermektedir. Elde edilen
kromatogram, Lysinibacillus fusiformis izolatina ait Ornegin karakteristik GC-MS

profilini ortaya koymustur.
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Sekil 7. Pseudomonas neustonica ’ya Ait GC-MS kromatogrami

Pseudomonas neustonica GC-MS kromatogrami incelendiginde, izolatin farkli
alikonma zamanlarinda ¢ok sayida organik bilesige ait pikler olusturdugu goriilmistiir.
En yiiksek pik yaklasik 9,64 dakika alikonma zamaninda, ardindan 7,470 ve 30,063
dakika alikonma zamanlarinda gézlenmistir. Ayrica kromatogramin farkli bolgelerinde
diisiik ve orta yogunlukta ¢ok sayida pik tespit edilmistir. Bu bulgular, izolatin kendine
Ozgl bir kimyasal bilesik profiline sahip oldugunu gostermektedir. GC-MS analizi
sonucunda elde edilen kromatogram, ornekte bulunan organik bilesiklerin dagilimini

gostermistir.
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Sekil 8. Bacillus licheniformis’e ait GC-MS kromatogrami

Bacillus licheniformis’e ait GC-MS kromatogrami izolatina ait GC-MS
kromatogrami incelendiginde, GC-MS kromatograminda farkli alikonma zamanlarinda
cok sayida pik tespit edilmistir. Kromatogramda en belirgin pikler 25,435; 29,597; 33,060
ve 37,306 dakika alikonma zamanlarinda goézlenmistir. Piklerin GC-MS kiitiiphane
eslestirmesi sonucunda etanol, asetik asit, propanoik asit, 2-metilpropanoik asit, biitanoik
asit, 2-metilbiitanoik asit ve pentanoik asit gibi bilesikler belirlenmistir. Elde edilen
kromatogram, Bacillus licheniformis izolatina ait karakteristik kimyasal bilesik profilini

ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 9. Sphingobacterium soli ’ye ait GC-MS kromatogrami

Sphingobacterium soli 1zolatina ait GC-MS kromatograminda genis bir alikonma
zamani araliginda ¢ok sayida pik tespit edilmistir. Kromatogramda en belirgin pikler
yaklasik 7,884 ve 9,642 dakika alikonma zamanlarinda gézlenmistir. Bunun yaninda
11,327; 21,067; 24,136; 30,067; 36,773; 43,898; 48,379 ve 51,331 dakika alikonma
zamanlarinda da c¢esitli yogunluklarda pikler belirlenmistir. Kromatogramda ¢ok sayida
pikin bulunmasi, 6rnegin farkli organik bilesikler icerdigini gdstermektedir. Piklerin
yogunluklarinin degisken olmasi ise bilesiklerin 6rnekte farkli oranlarda bulundugunu
gostermektedir. Elde edilen kromatogram, Sphingobacterium soli izolatina ait

karakteristik GC-MS profilini ortaya koymustur.
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Tablo 4. GS-MS analiz sonuglari

Sira no RT (alikonma zamani ) %Alan Adi Kovats Index
1 3,955 0,58 Acetone 810
2 6,490 8,84 Ethanol 937
3 6,567 3,41 Ethanol 940
4 17,314 0,67 Ethanol,2 ethoxy 1245
5 25,435 17,47 Acetic acid 1457
6 28,571 8,63 Propanoic acid, 2-methyl 1547
7 29,597 10,84 Propanoic acid, 1576
8 31,652 1,97 Butanoic acid 1637
9 33,067 17,09 Butanoic acid, 2-methyl 1680
10 37,289 12,10 Pentanoic acid, 4-methyl 1813

GC-MS analizi sonucunda elde edilen bilesikler, alikonma zamani (RT), pik alan
yiizdesi (%Alan), Kovats indeksi (KI) ve kimyasal bilesik adlari ile birlikte Tablo 4’te
sunulmustur. Bu parametreler kullanilarak petrol 6rneginde inkiibasyon sonrasi olusan
metabolik iirlinlerin tiiri ve goreceli dagilimi degerlendirilmistir.

Analiz sonuglarina gore erken alikonma zamanlarinda (RT = 3,955-6,567 dk)
asetone ve etanol gibi diisiik molekiil agirlikli ve ucucu ozellikte bilesikler tespit
edilmistir. Bu bilesiklerin diisiik Kovats indeks degerlerine sahip olmas1 (KI = 810-940),
kisa karbon zincirli yapida olduklarini ve kromatografik kolondan hizl eliie olduklarini
gostermektedir. Etanoliin iki farkli RT degerinde ve nispeten yiiksek alan yiizdeleriyle
(%8,34 ve %3,41) belirlenmesi, petrol bilesenlerinin par¢alanmasi sonucunda alkol
tiirevlerinin 6nemli ara iirlinler arasinda yer aldigini diisiindiirmektedir. Orta alikonma
zamanlarinda (RT = 17,314-29,597 dk) etanol tiirevleri ve ozellikle asetik asit tespit
edilmistir. Asetik asidin %17,47 gibi yliksek bir alan yiizdesine sahip olmasi, bu bilesigin

ortamda baskin metabolik {irlinlerden biri oldugunu gostermektedir. Ayrica bu bilesige
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ait Kovats indeks degerinin literatlir aralig1 ile uyumlu olmasi, bilesik tanimlamasinin
giivenilirligini desteklemektedir.

Daha ileri alikonma zamanlarinda (RT = 31,652-37,289 dk) propanoik asit, 2-metil

propanoik asit, butanoik asit, 2-metil butanoik asit ve 4-metil pentanoik asit gibi kisa
zincirli ve dallanmis Kkarboksilik asitler belirlenmistir. Bu bilesiklerin  Kovats
indekslerinin 1300-1500 aralifinda yogunlagmasi, karbon zincir uzunlugunun arttigini
ve kolonda daha geg eliisyon gergeklestigini gostermektedir.
Ozellikle 2-metil butanoik asit (%17,09) ve 4-metil pentanoik asit (%12,10) gibi
dallanmis asitlerin yiiksek alan yiizdelerine sahip olmasi, petrol bilesenlerinin yalnizca
diiz zincirli iirlinlere degil, ayn1 zamanda dallanmis organik asitlere de doniistiirtildiiglinii
ortaya koymaktadir.

Tabloda yer alan pik alan yiizdelerinin 0,58 ile 17,47 arasinda degismesi, bazi
bilesiklerin ortamda daha yogun olarak biriktigini, bazilarinin ise daha diisiik miktarlarda
olustugunu gostermektedir. Bu durum, petrol biyodegradasyonu sirasinda olusan
tirtinlerin dagiliminin homojen olmadigini ve siire¢ boyunca farkli bilesiklerin baskin
hale gelebildigini diisiindiirmektedir.

Genel olarak Tablo 4’de sunulan GC-MS sonuglari, petrol hidrokarbonlarinin
bakteriyel faaliyetler sonucunda alkoller, ketonlar ve kisa zincirli organik asitler gibi
daha basit ve oksijenli bilesiklere doniistiirtildiigiinti acik bicimde ortaya koymaktadir.
Bu bulgular, ¢alismada kullanilan bakteri izolatlarinin petrol kirliliginin biyolojik yollarla
azaltilmasinda potansiyel tasidigini gostermektedir.

Kovats indeks degerleri, bilesik tanimlamasinin yalnizca alikonma zamanina
dayandirilmaz ve uluslararas: standartlara gore dogrulandigini gosterir. Kovats indeksi,
bilesiklerin n-alkan serisine gore goreceli alikonma davranigini tanimlayan ve GC
analizlerinde kimliklendirme giivenilirligini artiran bir parametre olarak kabul
edilmektedir (IUPAC, 1997).

Bento ve arkadaslar1 (2005) dizel ve ham petrol ile kirlenmis topraklardan izole
ettikleri Pseudomonas ve Bacillus tiirlerinin alifatik ve aromatik hidrokarbonlar1 etkin
sekilde parcaladigini bildirmistir. Pseudomonas tiirlerinin genis enzim repertuvarina
sahip olmasi nedeniyle petrol bilesenlerine kars1 yiliksek adaptasyon yetenegi gosterdigini
vurgulamaktadir.

Bacillus licheniformis ise spor olusturma yetenegi sayesinde cevresel stres
faktorlerine dayanikli bir tiir olup, uzun siireli kirlilik bulunan ortamlarda varligin
stirdiirebilmektedir. Bu 6zellik, s6z konusu tiiriin petrol ile kirlenmis topraklarda sik¢a

tespit edilmesini agiklamaktadir (Das ve Chandran, 2011). Sphingobacterium ve
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Lysinibacillus tiirleri literatiirde daha smirli sayida ¢alismada rapor edilmekle birlikte,
ozellikle kompleks organik maddelerin pargalanmasinda gorev alabildikleri
bildirilmektedir (Margesin ve Schinner, 2001).

Bu baglamda, ¢calismada elde edilen tiir dagiliminin petrol kirliligi bulunan ortamlar
icin tipik oldugu ve literatiirde bildirilen bulgularla genel olarak uyum gosterdigi
sOylenebilir.

Petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen bakteriler arasinda biiylime
kinetiklerinin 6nemli 6l¢iide degiskenlik gosterdigini ve bu durumun biyodegradasyon
etkinligini dogrudan etkiledigini belirtmistir. Kurtoglu (2008), ham petrolii karbon
kaynagi olarak kullanan bakteriler arasinda Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis
suslariin yiiksek biliylime performansi gosterdigini ve biyodegradasyon c¢alismalarinda
etkin mikroorganizmalar olarak kullanilabilecegini bildirmistir.

Bu calismada gozlenen biiylime performans: farkliliklari, izolatlarin genetik
yapilari, enzim repertuarlari ve petrol bilesenlerine karsi adaptasyon diizeyleri ile
iliskilendirilebilir. Yiiksek ODgoo degerine sahip izolatlarin, 6zellikle kisa ve orta zincirli
hidrokarbonlar1 daha hizli metabolize edebildigi diistiniilmektedir.

Spektrofotometrik Ol¢limler, izolatlar arasinda biiyiime hizlar1 ve metabolik
aktiviteler acisindan belirgin farkliliklar bulundugunu ortaya koymustur. Bazi izolatlarin
yuksek optik yogunluk degerlerine ulasmasi, bu bakterilerin petrol bilesenlerini daha
etkin bigimde karbon kaynagi olarak kullanabildigini diistindiirmektedir.

Calismamizdaki GC-MS analizleri, bakteri inokiilasyonu sonrast petrol
orneklerinde &nemli kimyasal degisimler meydana geldigini gostermistir. Ozellikle
diisiik ve orta molekiil agirlikli hidrokarbonlara ait pik alanlarinda belirgin azalmalar
gozlenmis; buna karsilik kisa zincirli alkoller ve ¢esitli organik asitlerin olustugu tespit
edilmistir.

Bento vd. (2005) tarafindan yapilan calismada da Pseudomonas ve Bacillus
tiirlerinin petrol kirliligi bulunan ortamlarda baskin oldugu ve degradasyon hizinin tiirlere
gore degistigi rapor edilmistir. Calismamizda gozlenen tiir dagilimi ve biiyiime
performansi farkliliklari, bu literatiir bulgularini destekler niteliktedir.

Bununla birlikte bazi ¢alismalarda aromatik hidrokarbonlarin da 6nemli 6l¢iide
parcalandigi bildirilirken, bu ¢aligmada daha ¢ok alifatik ve diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerde belirgin degisim gézlenmistir. Bu farklilik, kullanilan petrol tiirti, inkiibasyon

stiresi, ¢evresel kosullar ve bakteri konsorsiyumunun yapaist ile iligkilendirilebilir.
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4.5. Cahsmanin Biyoremediasyon Acisindan Onemi

Elde edilen sonuclar, petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen yerel bakteri
tiirlerinin biyoremediasyon uygulamalar1 agisindan onemli bir potansiyel tasidigini
gostermektedir. Yerel mikroorganizmalarin kullanilmasi, ¢evresel kosullara daha iyi

uyum saglamalari nedeniyle uygulamada avantaj sunmaktadir.

4.6. Petrol Parcalayan Bakterilerin Cevresel ve Endiistriyel Onemi

Petroliin tanker kazalari veya sizintilar sonucu c¢evreye yayilmasi, sucul
ekosistemlerde ciddi ¢evresel sorunlara neden olmaktadir. Petrolii parcalayan bakteriler,
biyoremediasyon agisindan 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, petroliin
depolama tanklarinda ve yakit sistemlerinde mikrobiyal aktivite; yakit kalitesinin
diismesi, biyofilm olusumu ve mikrobiyal korozyon gibi istenmeyen etkilere neden
olabilmektedir. Bu nedenle petrol endiistrisinde, depolanan yakitlarin mikrobiyal
bozunmasii Onlemek amaciyla biyosit uygulamalar1 ve cesitli koruyucu yontemler
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada izole edilen petrol pargalayici bakteriler, ¢evreye yayilan
petroliin biyolojik yollarla giderilmesinde 6nemli bir potansiyele sahip olduklarini
gostermektedir. Bununla birlikte, petroliin depolama ve taginma siireclerinde ayni
bakterilerin gelismesi yakitin bozulmasina ve mikrobiyal korozyon gibi istenmeyen
sonuglara yol acabilmektedir. Bu nedenle petrol endiistrisinde, depolanan yakitlarin
mikrobiyal bozunmasini onlemek amaciyla biyosit uygulamalari, tanklarin diizenli
temizlenmesi ve sistemde su birikiminin Onlenmesi gibi koruyucu yontemler
kullanilmaktadir (Passman, 2013). Yapilan bir ¢alismada, yakit sistemlerinde gelisen
mikroorganizmalarin biyofilm olusumuna neden oldugu ve bunun metal yiizeylerde
mikrobiyal korozyon riskini artirdigi bildirilmistir. Bu nedenle, yakit sistemlerinde
diizenli izleme ve uygun kontrol yoOntemlerinin uygulanmasinin 6nemli oldugu

vurgulanmistir (Videla ve Herrera, 2005).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda, ham petrol ile kontamine olmus toprak orneklerinden hidrokarbon
parcalayan bakterilerin izolasyonu, molekiiler olarak tanimlanmasi ve biyodegradasyon
potansiyellerinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Elde edilen bulgular, petrol tlirevli
kirleticilerin biyolojik yontemlerle giderilmesinde yerli mikroorganizmalarin 6nemli bir
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Gergeklestirilen izolasyon ve saflastirma
islemleri sonucunda, farkl 6zelliklere sahip bakteri suslar1 elde edilmistir. Bu izolatlarin
hidrokarbon igeren ortamlarda biiyiime gosterebilmesi, s6z konusu mikroorganizmalarin
petrol bilesenlerini enerji ve karbon kaynagi olarak kullanabildigini ortaya koymaktadir.
OD600 olgtimleri ile belirlenen biiylime verileri, bazi izolatlarin digerlerine kiyasla daha
yiiksek adaptasyon yetenegi sergiledigini ve hidrokarbonlara karsi daha dayanikli
oldugunu gostermistir.

Molekiiler tanimlama c¢alismalar1 sonucunda izole edilen bakterilerin farkli cinslere
ait oldugu belirlenmis ve bu mikroorganizmalarin hidrokarbon biyodegradasyonunda
etkin rol oynayabildigi goriilmiistiir. Ozellikle Bacillus, Pseudomonas, Lysinibacillus,
Corynebacterium ve Sphingobacterium gibi cinslerin petrol tiirevli bilesiklerin
parcalanmasinda etkili oldugu anlasilmistir.

Elde edilen tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, petrol ile kirlenmis
ortamlardan izole edilen yerli bakterilerin biyoremediasyon uygulamalarinda
kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu sonucuna ulagilmigtir. Bu mikroorganizmalarin
cevre dostu ve siirdiiriilebilir yaklagimlar kapsaminda degerlendirilmesi, ¢evresel
kirliligin azaltilmasina katki saglayabilecek onemli bir alternatif sunmaktadir. Elde edilen
bulgular, petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen yerli bakterilerin ¢cevresel kirliligin
azaltilmasinda etkin bir sekilde degerlendirilebilecegini ortaya koymakta olup,
biyoremediasyon uygulamalariin gelistirilmesine yonelik onemli bir bilimsel altyapi
sunmaktadir.

Bu dogrultuda, izole edilen bakterilerin biyodegradasyon kapasiteleri laboratuvar
kosullarinda belirlenmis olmakla birlikte, dogal ¢evre kosullarindaki performanslarinin
ortaya konulabilmesi i¢in saha o6l¢ekli ¢aligmalarin gerceklestirilmesi Onerilmektedir.
Ayrica, farkli bakteri tiirlerinin birlikte kullanildigi mikrobiyal konsorsiyumlarin
olusturulmasi, hidrokarbonlarin parcalanma siirecinde daha yiiksek verimlilik
saglayabilir. Bununla birlikte, farkli kirletici konsantrasyonlarinin mikroorganizmalar

tizerindeki etkisinin belirlenmesine yonelik caligmalarin yapilmasi, biyodegradasyon



stireclerinin daha kapsamli bir sekilde anlasilmasina katki saglayacaktir. Ayrica, izole
edilen bakterilerin uzun stireli stabilite ve etkinliklerinin degerlendirilmesi amaciyla
zamana bagli deneylerin gerceklestirilmesi Onerilmektedir. Bu tiir c¢alismalar,
mikroorganizmalarin farkli c¢evresel kosullarda siirdiiriilebilirliklerini ortaya koyarak
uygulamaya yonelik daha giivenilir verilerin elde edilmesini saglayacaktir.

Biyodegradasyon siireclerinde ¢evresel faktorlerin (pH, sicaklik, oksijen ve nem
gibi) dnemli rol oynadig1 goz oniinde bulundurularak, bu parametrelerin optimize edildigi
deneysel ¢alismalarin yapilmasi 6nerilmektedir. Bunun yani sira, hidrokarbonlarin farkl
fraksiyonlar1 iizerindeki etkilerin daha ayrintili olarak belirlenebilmesi i¢in ileri diizey
analitik calismalarin gergeklestirilmesi 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismada analiz edilen tiim izolatlara ait GC-MS kromatogramlarinda farkl
alikonma zamanlarinda ¢ok sayida pik tespit edilmistir. Piklerin sayis1 ve
yogunluklarindaki farkliliklar, o©rneklerde bulunan organik bilesiklerin goreceli
dagilimlarinin degisken oldugunu gostermektedir. Ancak bu calismada bilesiklerin
kimlik dogrulamasi yapilmadigindan, kromatogramlarda goézlenen piklerin belirli
hidrokarbonlara veya biyodegradasyon {iriinlerine ait oldugu kesin olarak ifade
edilememektedir. Bu nedenle GC-MS analizleri, izolatlara ait kromatografik profillerin
belirlenmesi amaciyla degerlendirilmistir. Gelecekte yapilacak caligmalarda bilesik
tanimlamalarinin gergeklestirilmesi, biyodegradasyon mekanizmasimin daha ayrmtili
olarak ortaya konulmasina katki saglayacaktir.

Son olarak; molekiiler diizeyde yapilacak ileri ¢aligmalar ile hidrokarbon
biyodegradasyonunda gorev alan mekanizmalarin daha detayli olarak ortaya konulmasi
ve bu bilgilerin uygulamaya aktarilmasi, biyoremediasyon stratejilerinin gelistirilmesine

katki saglayacaktir.
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