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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PETROL REZERVUARLARINDA MiKROFUNGUSLARIN VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Sedat Berke SUMER

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Doc. Dr. Duygu KADAIFCILER

Uretim atiksuyu, petrol ve dogalgazin yer altinda sahip oldugu su ve ¢ikarilmalar1 sirasinda
kullanilan suyun karisimidir. Yiizeye ¢ikarilan petroliin birkag¢ kati hacimde olabilen bu iiretim
atiksular1 yapilarinda hidrokarbon bilesiklerini, tuz ve cesitli mineralleri icerirler. Uretim
atiksulart mikroorganizmalarin canliligr i¢in yiiksek tuzluluk orani ve agir metallerin varlig:
gibi olumsuz yagsam kosullarina sahip olmasina ragmen mikrofunguslarin bu sartlara uyum
sagladig1 bilinmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalarda iiretim atiksularindan izole edilen
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus ve Trichoderma cinsi
mikrofunguslarin petrol hidrokarbonlarinin par¢alanmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Bu ¢alismada Adiyaman ilinde bulunan farkli petrol sahalarindaki 7 adet petrol kuyusuna ait
tiretim atiksularinda 5 farkli besiyeri (PDA, SDA, CDA, MEA ve DG18) ve yiizeye yayma
ekim yontemi kullanilarak kiiltiire edilebilir mikrofunguslarin varligi, toplam koloni sayilari,
cesitliligi ve izole edilen mikrofunguslarin amilaz, seliilaz, lipaz ve jelatinaz enzim aktivite
indeks degerleri aragtirllmigtir. Bu kapsamda ornekleme yapilan tiim petrol kuyularinda
mikrofungus varligi saptanmistir. Ekim yapilan besiyerleri igerisinde en fazla tiir ¢esitliliginin
sirastyla CDA, DG18, PDA, SDA ve MEA besiyerlerinde oldugu saptanmistir. 7 farkl tiretim
atiksuyu 6rneginden toplam 53 adet mikrofungus izole edilmis ve bu izolatlarin 43 {iniin amilaz
ve seliilaz, 23’{iniin lipaz enzimi iirettigi tespit edilmistir. izole edilen 53 adet mikrofungal
izolatin 26 adedi Aspergillus versicolor, 8 adedi Penicillium chrysogenum, 7 adedi Penicillium
solitum, 4 adedi Aspergillus flavus, 3 adedi maya, 2 adedi spor olusturmayan fungus, 1 adedi

Xi



Aspergillus sp., 1 adedi Chaetomium sp. ve 1 adedi Cladosporium cucumerinum olarak tayin
edilmistir.

Elde edilen sonuglar Adiyaman ilinde bulunan farkli petrol sahalarina ait petrol iiretim
atiksularinda mikrofungal biyogesitliligin mevcut oldugunu, izole edilen mikrofunguslarin
endiistriyel agidan 6nemli bazi hiicre dig1 enzimleri iiretebilme yeteneklerine sahip olduklarini,
enzimatik aktivite indeks degerlerinin susa bagli olarak degiskenlik gosterebildigini ve
metabolik agidan farkli mikrofunguslarin izolasyonunda farkli besiyeri kullaniminin gerekli
oldugunu vurgulamaktadir.

Haziran 2020, 101 sayfa.

Anahtar kelimeler: MIKROFUNGUS, PETROL KUYUSU, URETIM ATIKSUYU
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF MICROFUNGI IN
PETROLEUM RESERVOIRS

Sedat Berke SUMER

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Duygu KADAIFCILER

Produced water is a mixture of oil and natural gas that has water underground and the water
used during extraction. These produced waters, which can be several times the volume of
petroleum extracted to the surface, contain hydrocarbon compunds, salt and various minerals
in their structers. Although produced water has unfavourable living conditions such as high
salinity rate and presence of heavy metals for the viability of microorganisms, microfungi are
known to adapt these conditions. Studies made in recent years, it has been reported that
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus and Trichoderma
microfungi genuses which isolated from produced water can be used for the breakdown of
petroleum hydrocarbons.

In this study, the presence, total colony number and diversity of the culturable microfungi that
can be cultivated by using spread plate method in 5 different media (PDA, SDA, CDA, MEA
and DG18) and also amylase, cellulase, lipase and gelatinase enzyme activity index values of
isolated microfungi were investigated in 7 oil wells in different oil fields in Adiyaman province.
In this context, the presence of microfungi was determined in all oil wells sampled. Among
cultivated media it was determined that the highest species diversity is in CDA, DG18, PDA,
SDA and MEA media, respectively. A total of 53 microfungi were isolated from 7 different
produced water samples and 43 of these isolates produced amylase and cellulase and 23 of them
produced lipase enzymes. Of the 53 isolated microfungal isolates, 26 are Aspergillus versicolor,

Xiii



8 are Penicillium chrysogenum, 7 are Penicillium solitum, 4 are Aspergillus flavus, 3 are yeast,
2 are non-sporulating fungus, 1 is Aspergillus sp., 1 is Chaetomium sp. and 1 of them was
identified as Cladosporium cucumerinum.

The obtained results emphasizes that microfungal biodiversity is present in oil production
wastewater of different oil fields in Adiyaman province, that the isolated microfungi have the
ability to produce some industrially important extracellular enzymes, the enzymatic activity
index values can vary depending on the strain and use of different media is necessary for the
isolation of metabolically different microfungi.

June 2020, 101 pages.

Keywords: MICROFUNGUS, OIL-WELL, PRODUCED WATER
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1. GIRIS

Petrol ve dogalgazin eldesi sirasinda ortaya cikan iiretim atiksulari, petrol rezervuarlarinin
jeolojik olusumu ve cografi lokasyonuna bagli olmak {izere yapilarinda petrol hidrokarbonlar1
ve agir metaller gibi ¢evre kirleticilerini barindirir (Bader, 2007; Chikwe ve Okwa, 2016). Her
petrol rafinerisinde bu iiretim atiksularindaki kirleticilerin giderilmesi i¢in farkli yontemler
uygulamasina ragmen yine de bir kisim iiretim atiksuyu dogrudan topraga veya acik denizlere
desarj edilmektedir (Hasan ve dig., 2016). Bu kirleticilerin dogadan uzaklastirilmasindaki ilk
adim da mikroorganizmalarin ¢evreye zararl 6zellikteki petrol hidrokarbonlarini parcalamasi
veya metabolize etmesidir (Odjegba ve Atebe, 2010; Achal ve dig., 2011).
Mikroorganizmalarin enzimleri araciligiyla cevresel ortamlarda bulunan toksik bilesikleri
tamamen ortadan kaldirmasi ya da daha zararsiz hale doniistiirmesi gibi yararlarinin yaninda;
petrol kuyularinda meydana gelen petroliin mikrobiyolojik degredasyonu petroliin kalitesinde

azalmaya ve ekonomik olarak zarara sebep olmaktadir (Wenger ve dig., 2002).

Yurt disinda petrol rezervuarlar1 veya petrolle kirlenmis cevrelerde bakteri ve fungus gibi
mikroorganizmarlarin varliklari, metabolizmalar1 ve ekolojileri {lizerine ¢ok sayida ¢aligsma
bulunmaktadir (Wemedo ve dig., 2009; Okungbowa ve dig., 2011; Chaudhry ve dig., 2012; Al-
Jawhari, 2014; Zafra ve dig., 2014). Ulkemizde petrol rezervuarlarina ydnelik ¢alismalar kisitl
olmakla birlikte sadece bakteriyolojik analizler tizerinedir (Coral ve Karag6z, 2005; Balk, 2007,
Avci ve Donmez, 2008; Hoshan ve dig., 2008; Erdogan ve dig., 2012; Tiiccar ve dig., 2019).
Fakat mikrofunguslarin petrol rezervuarlarindaki ve/veya petrolle iliskili ¢evrelerdeki varligini

bildiren bir ¢calismaya rastlanmamastir.

Bu kapsamda Adiyaman ilinde bulunan 7 adet petrol kuyusuna ait {iretim atiksu 6rneklerinde
klasik kiiltiir yontemleri ile mikrofunguslarin varliginin arastirilarak toplam koloni sayilarinin
ve biyogesitliliginin saptanmasi, izole edilen mikrofunguslarin amilaz, seliilaz, lipaz ve
jelatinaz gibi temel hiicre dis1 enzimatik aktivite indeks degerlerinin belirlenmesi

amaclanmustir.

Tiirkiye’de ilk olma 6zelligi tasiyan ¢calismamiz, yurt i¢i ve yurt disinda yapilabilecek petrol ve

petrolle iligkili calismalarda aragtirmacilara bilgi saglamasi acisindan 6nem arz etmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PETROLUN TANIMI VE GENEL OZELLIiKLERIi

Latince petro (tas) ve oleum (yag) kelimelerinden olusan petrol kelimesi tagyagi anlamina
gelmektedir. Petrol, yerkiire altinda bitki ve hayvan kalintilarinin, anaerobik kosullar, optimum
1s1 ve basing altinda meydana gelmesiyle olusan yanici ve heterojen Ozellikteki bir sividir

(Ozyiirek, 2016).

Element bilesiminde genel olarak ham petrol yaklasik %84 oraninda karbon, %14 hidrojen,
%1-3 arasinda siilfiir ve %]1°’den daha nitrojen, oksijen, metal ve tuz olmak iizere diger
elementleri ihtiva eder (Freudenrich, 2001). Ayni1 zamanda hidrokarbon olan petroliin yapisi
alifatik ve aromatik hidrokarbonlar olarak ikiye ayrilir. Petrol cesitlerine goére miktar1 farkl
olmakla birlikte hidrokarbonlar, yalnizca karbon ve hidrojen atomlarindan olusur. Bununla
birlikte hidrokarbon bilesimi molekiiler agirlik ve kimyasal yapi olarak biiylik farkliliklar
gosterebilir (Ozyiirek, 2016).

Petrol kati, siv1 ve gaz hallerinde bulunabilir. Ham petrol olarak adlandirilan rafine edilmemis
petrol s1v1 formda olup ticari agidan en 6nemli olan petroldiir. Gaz halindeki petrol dogal gaz,
agir hidrokarbon ve katrandan olusan petrol ise kat1 haldeki petroldiir. Kati1 haldeki petrol
ozelliklerine ve kullanimina gore asfalt, zift, katran gibi isimler de alir (Devlet Planlama
Teskilat1, 2007).

2.2. PETROLUN OLUSUMU VE URETIMI

Icerisinde petrol olusan ¢okel kayalara ana kaya denir (Devlet Planlama Teskilati, 2007). Petrol
ve dogalgaz yeterli miktarda organik madde iceren ana kayalarin derinlere gomiilmesi ile
birlikte artan sicakligin sonucunda organik maddenin kimyasal degisimler gecirmesiyle olusur.
Derinlik arttik¢a sicakligin 60-70 °C oldugu seviyelerde petrol, gdmiilmenin devam etmesiyle
de sicakligin 100-120 °C’ye ulagsmasi sonucunda dogalgaz olusur. Go¢ olarak adlandirilan
hareketinde petrol ve dogalgaz ana kayadan hareketine baslar. GoO¢ siiresince petrol ve
dogalgaz, gozenekli gecirgenlige ve bu gozeneklerinde suya sahip hazne kayalar boyunca

yukart dogru hareket eder. Bu hareketin nedeni petrol ve dogalgazin 6zgiil agirliginin sudan



daha kii¢iik olmasidir. Go¢ hareketi, petrol ve dogalgazin birikebilecegi kosullara sahip “kapan”
adi1 verilen yerlere kadar devam eder. Kapan olusumu i¢in petrol ve dogalgazin yukariya dogru
hareketine izin vermeyen gegirimsiz Ortii kayaya, petrol ve dogalgazin birikebilecegi bir hazne
kayaya ihtiyag¢ vardir. Bu sartlar saglandiginda petrol ve dogalgaz birikmeye baslar ve petrol-
dogalgaz yataklar1 olusur (Yal¢in, 2012). Petrol ve dogalgaz gog ettigi gbzenekli kayalar
icerisinde su ile diisey olarak yer degistirmeye baslar. Bu olaya da petroliin ikincil go¢ii denir

(Sekil 2.1) (Devlet Planlama Teskilati, 2007).

Birikme Kapan

------------------------

...........
.....................

L
Birincil Gog Atilria lkincil Gdg

Sekil 2.1: Petrol olusum sisteminin unsur ve siiregleri (Yalgin, 2012).

Uretim kuyularindan ¢ikarilmasi hedeflenen petrol, yeraltinda yiiksek basinca sahip ise agilan
kuyudan kendi enerjisi ile yiizeye gelir. Bulundugu rezervuarindaki basing yeterli degil ise
pompalar yardimi ile ¢ikarilir. Uretim kuyularindaki petroliin pompalarin yardimi ve dogal
enerjisi ile ¢ikarilan tiretime birincil {iretim denir. Diinyada en sik kullanilan pompa cinsi atbasi
pompalaridir. Tiirkiye’de de bu iiretimde diinyaya paralel olarak atbasi pompalar kullanilir.
Ikincil iiretim yontemleri ise rezervuara su, karbondioksit, ¢esitli kimyevi maddeler, buhar ve
hidrokarbonlarin enjekte edilmesine yoneliktir (Tiiccar, 2011). Bu kuyularda petrolle birlikte
iiretilen formasyon sular1 da 1996 yilindan bu yana Petrol Isleri Genel Miidiirliigii’nden alinan

enjeksiyon izinleri ile yeraltina geri basilmaktadir (Devlet Planlama Tegkilati, 2001).



2.3. URETIM ATIKSUYUNUN TANIMI VE GENEL OZELLIiKLERI

Yer altinda bulunan petroliin eldesi sirasinda kullanilan basingli su ve buhar, hidrokarbonlarin
altindaki dogal su katmaniyla birleserek yeryiiziine c¢ikmakta ve iiretim atiksuyunu
olusturmaktadir. Yiizeye ¢ikan bu su bazi durumlarda petroliin birkag kati miktarda
olabilmektedir (Ahmadun ve dig., 2009). Uretim atiksuyu organik ve inorganik maddelerin
karisimindan meydana gelmektedir. Petroliin ¢ikarildig1 bolgenin jeokimyasal 6zelliklerine ve
petroliin eldesi sirasinda kullanilan suyun kimyasal yapisina bagli olarak olusan {iiretim
atiksuyunun yapisida degiskenlik gostermektedir. Uretim atiksuyu yapist itibariyle ¢ok sayida
ve farklilikta kompleks organik ve inorganik kimyasallar icerir (Yeung, 2010). Fakat genel
olarak {iretim atiksular1 benzen, fenol, yiliksek miktarda tuz, c¢oziinmiis ve askida
hidrokarbonlar, hidrojen siilfid, radyoaktif maddeleri ve bunlarin yaninda kalsiyum, arsenik ve
radyum gibi elementleri de igerir (Reis, 1992; McCormack ve dig., 2001). Petrol ¢ikarma
teknolojisine, rezervuar Ozelliklerine ve petrol ¢ikarma hizina bagl olarak olusan iiretim
atiksuyunun miktar1 degigsmektedir. Petrol kuyularinda, iiretilen her varil petrol basina ii¢ veya
dort varil atiksu olusmaktadir (Ahmadun ve dig., 2009). Cin’de yilda 50 milyon ton iiretim
atiksuyu olustugu rapor edilmistir (Qiao ve dig., 2008). Amerika’da, liretimden kaynaklanan
atiksuyun hacmi, tiretilen petrol hacminin sekiz katidir. Amerikan Petrol Enstitiisii, tarafindan

yilda 15 milyar varilin {izerinde {iretim atiksuyu tiretildigi belirtilmistir (API, 1997).

Dogalgaz iiretimi sirasinda olusan iiretim atiksuyu, deniz suyuna oranla 14 kat daha fazla klorid
icermekte ve petrol sahalarinda olusan iiretim atiksularina kiyasla daha asidik olup ugucu

bilesen yogunlugu da daha fazladir. (Utvik, 2003; Faksness ve dig., 2004).

2.4. URETIM ATIKSUYUNUN CEVRE KiRLIiLiGi UZERINE ETKIiSi

Karmasik yapis1 ve i¢inde barindirdigr potansiyel kirleticilerle {iretim atiksuyu birakildigi
cevrenin ekosistemi {izerinde olumsuz etkiler yaratabilir. Uretim atiksuyundaki hidrokarbon
konsantrasyonunun s1§ su desarjlarina yakin bentik topluluklardaki tiir ¢esitliligini etkiledigi
bilinmektedir (Middleditch, 1984; Neff, 1987). Neff ve dig. (1989) kiy1 sularindaki toplam
petrol hidrokarbon konstantrasyonunun; kiy1 desarjinda desarj noktasindan 300 m mesafeye
kadar, kiyidan uzakta yapilan desarjlarda ise 100 m 6teye kadar etkili oldugunu belirtmistir.
Hum ve dig. (2006) iiretim atiksularinin yeraltina desarjinin uzun vadede su ortamlarindaki

biyota, ytizeydeki flora ve fauna i¢in olumsuz etkilerinin olabilecegini belirtmistir.



Sadece hidrokarbon oraniyla bile iiretim atiksuyu bir¢ok organizma iizerinde 6liimciil etkiye
sahiptir. Paine ve dig. (1992) balik larvalarinin iiretim atiksuyuna kisa silireli maruz
kaldiklarinda 1.3 mg/L hidrokarbon konsantrasyonunun oliimciil, 0.13 mg/L hidrokarbon
konsantrasyonun ise toksik etkileri oldugunu bildirmistir. Bazi ¢aligmalar tiretim atiksuyundaki
hidrokarbonun deniz canlilarinda tireme ve gelisim siireglerini olumsuz etkiledigini (Nicolas
1999; Meier ve dig., 2007), biyokimyasal ve hormonal degisikliklere (Schwaiger ve dig., 2002)
ve genetik deformasyona (Aas ve dig., 2000) sebep oldugunu ortaya koymustur. Uretim
atiksuyu, igerigindeki hidrokarbonun diginda yiiksek tuz oraniyla da karides ve golyan
baliklarinda olumsuz etkileri olmaktadir (Pillard ve dig., 1999).

Uretim atiksuyundaki bazi maddeler kolayca metabolize edilebilir veya yikima ugrayabilir. Bu
durum sudaki kontaminantlarin giderilmesi, enjeksiyon Oncesi veya tahliye sonrasi gevreye
zararl etkilerini azaltabilir. Bu amag¢ dogrultusunda iiretim atiksuyunda bulunan hidrokarbon
ve kirliliklerin giderilmesi i¢in cesitli aritma metotlar1 gelistirilmistir. Elektrokimyasal aritim,
membran filtrasyon, biyolojik aritim, kimyasal koagiilasyon bu metotlara 6rnek olarak
verilebilir (Nalbur ve Karaelli, 2019). Membran filtrasyon islemlerinden; ultrafiltrasyon,
mikrofiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters osmoz 6zellikle petrol ve dogalgaz iiretim atiksularinin
arittminda tercih edilmektedir (Erdem, 2010; Kaya ve dig., 2018). Mikrofiltrasyon ile
ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters osmoz i¢in atiksudaki askida kat1 maddeleri ve bulaniklig
diistirmek i¢in bir 6n aritma olmaktadir (Erdem, 2010). Son yillarda gelisen ¢evreci biling ve
sik1 desarj standartlar1 sonucunda iiretim atiksularin aritilmasi ile tekrar endiistriyel ve
tarimsal uygulamalarda kullanilmasi uygun hale gelmistir (Vlasopoulos ve dig., 2006). Nitekim
2009 yilinda 42 milyar L’ye yakin aritilmis tiretim atiksuyu tarimsal amaglarla kullanilmigtir
(Tiedeman, 2006). Calismalar Kern Nehri petrol sahasindan aritma metotlar1 uygulanmis
giinlik 760.000 varil (1 varil = Yaklasik 120 L) tiretim atiksuyunun Kaliforniya’da bir su
hizmeti saglayicisina gonderilerek burada diger kaynaklardan gelen sular ile karistirilarak

sulamalarda kullanildigin1 gostermektedir (Onishi 2014).

Ulkemizde Kaya ve dig. (2018), yaptiklari ¢alismada petrol ve dogalgaz iiretimi yapan tesisten
aldiklar1 atiksuyunun aritilmasi i¢in ardisik kesikli reaktor sistemini kullanmistir. Dogalgaz
iiretim sahasindaki atiksuyun yiiksek tuzluluk iceriginden 6tiirii biyolojik aritilabilirligin diisiik

seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Petrol iiretim atiksuyunun aritiminda ise ortalama kimyasal



oksijen ihtiyacit giderim veriminin %68 seviyesine ulastiklarin1 bildirmislerdir. Nalbur ve
Karaelli (2019), akaryakitsu kirliligi kontrolii depolama tesisinden kaynaklanan atiksuyunun
aritiminda kullandiklart asit kraking metodunun atiksularinda kirletici olarak goriilen kimyasal
oksijen ihtiyaci giderim verimini %94, askida kati madde giderim verimini %96 ve yag gres

giderim verimini %98 olarak tespit etmislerdir.

Her iilkede farkli olmakla birlikte Tiirkiye’de iiretim atiksularinin desarj1 “Su Kirliligi Kontrolii
Yénetmeligi: Petrol Sanayii (Hidrokarbon Uretim Tesisleri)*‘ yonetmeliginde belirlenen limit

degerleri saglanacak sekilde yapilmaktadir (T.C. Resmi Gazete, 31 Aralik 2004, say1: 25687).

2.5. PETROL VE URETIM ATIKSUYUNUN MiIiKROBiYOLOJISI

Uretim atiksuyu yiiksek hidrokarbon igerigiyle bazi canlilar iizerinde olumsuz etki yaratirken,
bazi mikroorganizmalar da bu duruma uyum saglayabilmistir. Hidrokarbonla kirlenmis
cevrelerde yasayan bu mikroorganizmalar aromatik hidrokarbonlari biyolojik olarak yikma
yetenegi gelistirmistir (Atlas and Cerniglia, 1995; Van Hamme ve dig., 2003). Petrol
hidrokarbonlarini pargalayan mikroorganizma tiirlerinde basi ¢eken bakteri ve funguslar
genellikle deniz, tatli su ve toprak habitatlarinda bulunmaktadir (Atlas, 1981; Dutta ve Singh,
2016).

Petrol ve tiirevleri gibi dogaya zararli etkileri bulunan maddelerin mikroorganizmalar
tarafindan parcalanmasma mikrobiyal biyoremediasyon denmektedir. Genis alanlarda
uygulama agisindan kolay, ucuz bir teknik olup kirleticinin kismen veya tamamen ortadan
kaldirilmasin1 saglamaktadir (Odjegba ve Atebe, 2010; Achal ve dig., 2011). Ancak
hidrokarbon kirleticilerinin mikrobiyal yikimi genellikle ¢ok yavas bir siire¢ olup pH, sicaklik,
besin ve uygun mikrobiyal topluluga baglhdir (Akpoveta ve dig., 2011). Bazi halofilik
bakteriler, maya ve filament6z morfolojideki funguslar hidrokarbonlar1 besin olarak kullanma
yeteneginden Otiirli iiretim atiksularinin aritilmasinda tercih edilmistir (Xie ve dig., 2016).
Bakterilere kiyasla funguslar diisiik pH, diisiik nem ve yliksek sicaklik gibi olumsuz ¢evre
sartlarinda da ireyebilir (Cerniglia ve dig., 1992). Mikoremediasyon olarak tanimlanan bu
siirecte funguslar hidrokarbon bilesiklerini sitokrom P450 monooksigenaz, nitrorediiktaz ve
transferaz gibi intraseliiller enzimlerinin yaninda lakkaz ve mangan peroksidaz gibi hiicre disi

enzimleri ile parcalayabilmektedir (Harms ve dig., 2011; Vanishree, 2014a). Bunlarin disinda



funguslar seliiloz ve lignin bozulmasina katilan enzimleri sentezleme yetenekleri ile aromatik

yapilar da dahil olmak iizere bir¢ok kompleks yapiy1 parcgalayabilir (Potin ve dig., 2004).

Hidrokarbonlarin mikroorganizmalar tarafindan tiiketilip doniistliriilmesi petrol kalitesinin
diismesine ve metal boru ylizeylerinde korozyon sorununa da yol agmaktadir. Mikrobiyal
korozyon denilen bu olayda mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu olusan organik
ve inorganik asitler, hidrojen siilfiir ve amonyak gibi ugucu bilesikler metal yiizeylerde
korozyona sebep olmaktadir. Nitekim yakitlarin depolandigi tanklarda hidrokarbonlarin
biyolojik yikimi sonucunda lokal korozyon gergeklesmektedir (Stowe, 1995; Hill, 2003).
Mikroorganizmalarin korozif etkileri bulunduklari ortamdaki besinin elektrolit bilesimine,

pH’sina 6zellikle klorid ve fosfat seviyesine baglidir (Bento ve dig., 2005).

Hidrokarbonu besin kaynagi olarak kullanan bakteriler igerisinden fermantatifler (Magot ve
dig., 1997; L'Haridon ve dig., 2002), metanojenler (Nazina ve dig., 1995; Mueller ve Nielsen,
1996), mangan ve demir indirgeyenler (Greene ve dig., 1997; Slobodkin ve dig., 1999), nitrat
ve siilfat indirgeyen (Cord-Ruwish ve dig., 1987; Leu ve dig., 1998) tiirler 6rnek gosterilebilir.

Yapilan arastirmalar sonucunda Alternaria, Aureobasidium, Aspergillus, Candida,
Cephalosporium, Cladosporium, Cunninghamella, Fusarium, Geotrichum, Gliocladium,
Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Pleurotus, Polyporus, Rhizopus, Rhodotolura,
Saccharomyces, Talaromyces, Torulopsis ve Trichosporon cinslerine ait tiirlerin
hidrokarbonlari pargalayabildigi bildirilmistir (Jones ve Edington, 1968; Ahearn ve dig., 1971,
Walker ve Colwell, 1974; Bartha ve Atlas, 1977; Vanishree, 2014a, 2014b; Dutta ve Singh,
2016).

Farkli lilkelerde mikrofunguslarin petrol ile kontamine olmus topraklarda, liretim atiksularinda,
denizlerde ve tath sulardaki varligi ve hidrokarbonlari pargalayabilme yetenegi merak konusu

olmustur.

El-Shafie ve dig. (2007) Umman Korfezi’nde yaptiklart arastirmada denizlerde katilasan petrol
kalintisindan izole ettikleri Aspergillus niger, Aspergillus terreus ve Penicillium
chrysogenum’un ham petrolii parcalayabilme yeteneginin son derece iyi olduguna dikkat

cekmiglerdir.



Okora (2008) yaptig1 calismada Penicillium sp. ve Aspergillus niger’in Nijerya’daki bir petrol
iiretim sahasina ait liretim atiksuyu 6rneklerinden izole etmis ve bunlarin n-alkanlari, aromatik
karbonlar1 ve poliaromatik hidrokarbonlar1 pargalayabilme yetenegini arastirmistir. Bildirdigi
sonuglara gore, Penicillium cinsine ait izolat n-alkanlarin %89.3’linii, aromatik karbonlarin
%93 linii ve poliaromatik hidrokarbonlarin %99.7’sini pargalayabilmistir. Aspergillus niger ise
n-alkanlarin %90.7’sini, aromatik karbonlarin %95.32’sini ve poliaromatik hidrokarbonlarin

%90.4’1inii parcalayabilmistir.

Al-Nasrawi (2012) Meksika Korfezi’nde petrolle kontamine olmus kum &rneklerinden izole
ettigi Aspergillus niger, Penicillium decumbens, Cochliobolus lunatus (Giincel: Curvularia
lunata) ve Fusarium solani (Giincel: Neocosmospora solani)’nin ham petrolii parcalayabildigi

saptanmistir.

Stanley ve Immanuel (2015) yaptiklar1 ¢alismada bir makrofungus olan Lentinus subnudus
(Glincel: Lentinus squarrosulus)’un petrolle kontamine olmus toprakta bulunan toplam
hidrokarbon igerigini %20.46 ila %91.94 oraninda parcalayabildigini ve fosfat, nitrat, potasyum

gibi elementlerin konsantrasyonunu azaltabildigini bildirmistir.

Ameen ve dig. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada Suudi Arabistan’a ait bir bolgedeki sedimentten
Aspergillus, Acremonium, Alternaria, Emericella, Eurotium, Exophiala, Candida,
Cladosporium, Geosmithia, Paecilomyces, Penicillium, Pichia cinsi mikrofunguslari izole
etmistir. Bu mikrofunguslarin her birinin mazotu parcalayabildigini ve birlikte

kullanildiklarinda da antogonistik etki gostermediklerini bildirmistir.

Mohammadian ve dig. (2017) yaptiklari galismada iran’da bulunan petrol sahalarina ait petrolle
kontamine olmus topraklardan Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Curvularia, Exophiala, Fusarium, Stemphylium, Trichoderma, Ulocladium cinsi
mikrofunguslarini izole etmistir. Bu mikrofunguslarin benzen, ksilen, toluen, naftalin gibi

hidrokarbonlar1 pargalayabildigini raporlamislardir.

Ulkemizde yiiriitiilen calismalarda ozellikle petrol iiretim sahalarina ait topraklarn ve

formasyon sularinin mikrobiyolojisinin arastirildig: dikkat cekmektedir.

Babaarslan ve dig. (2003) yaptiklar ¢alismada Adiyaman ilindeki petrol iiretim sahasina ait

formasyon suyundan klasik kiiltlir yontemleri ile Psuedomanas stutzeri ve Vibrio mimicus



bakterilerini izole etmislerdir. Izole edilen bu bakterilerin hem tek basima hem de birlikte benzen
ve tolueni pargalayabilme yeteneklerini arastirmislardir. Arastirmalarinin sonucunda bakteri

kiiltiirlerinin benzen ve tolueni 3 ila 2 giin i¢cinde tamamen pargalayabildikleri tespit edilmistir.

Coral ve Karagoz (2005) Mersin’deki petrol iiretim sahalarindan alinan toprak orneklerinden
Pseudomonas cinsi bakterileri klasik kiiltiir yontemleri ile izole etmis ve bir hidrokarbon tiirevi olan
fenantreni parcalayabilme yeteneklerini yiiksek performansh sivi kromatografisi kullanarak

arastirmislardir.

Balk (2007) yaptigi calismada Adiyaman ilindeki petrol iiretim sahasina ait formasyon
suyundan klasik kiiltiir yontemleri ile anaerobik bakteri izole etmis ve bu izolatt TP1 kodu ile
isimlendirmistir. TP1’in tiyosiilfat, siilfid ve arsenat1 indirgeyebilme yetenegine sahip oldugunu

bildirmistir.

Ulkemizde yapilan baska bir calismada petrol iiretim sahasindan anaerobik kiiltiir
yontemleriyle izole edilen Thermoanaerobacter cinsi bakterilerin pH 10’nun tizerinde ve pH
6’nin altinda, %3’lik tuz konsantrasyonunun istiinde tiremedikleri ve ayrica bakterilerden
bazilarinin organik bilesiklerin bir kismin1 parcalayabildikleri bildirilmistir (Avci ve Dénmez,
2008).

Hoshan ve dig. (2008) Adiyaman ilindeki petrol iiretim kuyularinda yaganan korozyon sorunun
arastirtlmas1 amaciyla yiiriittiikleri ¢aligmanin sonucunda kuyulara ait formasyon sularimin
yiiksek tuzluluk, ¢6zlinmiis oksijen ve karbondioksit gibi kimyasal o6zelliklerin ve siilfat

indirgeyen bakterilerin varliginin bu sorunlara sebep oldugunu tespit etmislerdir.

Erdogan ve dig. (2011) Adana, Batman ve Adiyaman illerindeki petrolle kirlenmis topraklardan
klasik kiiltiir yontemleri ile 33 bakteri susu (Psuedomonas spp., Eschericha spp., Enterobacter spp.,

Acinetobacter spp. vb.) izole etmis ve bu suslarin petrolii pargalayabildigini bildirilmistir.

Ticcar ve dig. (2019) yaptiklar ¢alismada Diyarbakir iline ait petrol iiretim kuyularina ait
formasyon sularindan klasik kiiltiir yontemlerinin yani sira denatiiran gradiyent jel elektroforezi
gibi molekiiler yontemlerini de kullanarak korozyona sebep olabilen siilfat indirgeyen
bakteriler, fermentatif bakteriler, asetojenik bakteriler, nitrat indirgeyen bakteriler, ve stlfiir

indirgeyen bakterilerin formasyon sularindaki varligini ve dagilimini tespit etmislerdir.
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Ulkemizde petrol iiretim sahalarinda yiiriitiilen ¢alismalarda detayli bakteriyolojik analizler
yapilmis olmakla birlikte, yapilan literatiir arastirmalarinda petrol veya iiretim atiksularinda
mikrofunguslarin varliginin, biyocesitliliginin, hiicre dis1 enzimatik aktivitelerinin veya
hidrokarbonlar1 parcalayabilme yeteneklerinin arastirildigt  herhangi bir calismaya

rastlanmamuistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, Adiyaman ilinde bulunan farkli petrol sahalarinda petrol {iretimi
yapilan rezervuarlardan alinan iiretim atiksu 6rneklerinde (i) kiiltiire edilebilir mikrofunguslarin
varliginin ve toplam koloni sayilarinin tespiti, (ii) elde edilen izolatlarin seliilaz, amilaz,
jelatinaz, lipaz gibi temel hiicre dis1 enzimlerin aktivite indeks degerlerinin belirlenmesi ve (iii)
mikrofungal izolatlarin morfolojik yontemler kullanilarak cins veya tiir tayinlerinin yapilmasi

amaclanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. URETIM ATIKSU ORNEKLERININ ALINMASI

Tez calismast kapsaminda 2017 yili Haziran ayinda Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nin
Adiyaman ilinde bulunan 7 farkli petrol kuyusundan iiretim atiksu 6rnekleri toplanmustir. Ornek
alian kuyular alfabetik olarak sirasiyla A, B, C, D, E, F ve G olarak kodlandirilmistir. Ornekler
steril plastik siselere alinmis ve kontaminasyonu onlemek amaciyla kapaklari sikica
kapatilmistir. Ornekleri igeren siseler, Aeorobik Mezofilik Mikrofungus (AMM) saymmi1 ve
izolasyonu i¢in alindig1 ortam kosullarini sabit tutan portatif 6rnek tasima dolaplar i¢inde

laboratuvara getirilmis ve orneklerin analizleri hi¢ bekletilmeden yapilmustir.

3.2. URETIM ATIKSU ORNEKLERININ MIKOLOJIK ANALIiZi

3.2.1. Aerobik Mezofilik Mikrofungus Sayimi

AMM sayimi ve izolasyonu i¢in 9 cm’lik Petri kutularina 15-20 mm kalinliginda dokiilmiis
Patates Dekstroz Agar (PDA), Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), Czapek Dox agar (CDA), Malt
Ekstrakt Agar (MEA) ve Dikloran Gliserol 18 Agar (DG18) besiyerleri kullanilmistir. Daha
fazla metabolik ¢esitlilikte mikrofungus tespit edebilmek amaciyla 5 farkli igerige sahip
besiyeri kullanimi tercih edilmistir. Besiyerlerine bakteriyel iiremeyi engellemek amaciyla
Streptomisin antibiyotigi eklenmistir. Uretim atik su drnekleri vorteks cihazi ile homojen hale
getirildikten sonra icerisinden 1 ml alinarak ylizeye yayma yontemi kullanilarak ekim
yapilmigtir. Deneyler 7 tekrarli yapilip, Petri kutular1 25 °C’de 30 giine kadar bekletilmistir.
(Al-Nasrawi, 2012; Mohsenzadeh ve Shirkhani, 2016). Bekleme siiresi sonunda iireyen

kolonilerin sayim1 yapilmistir.

3.2.2. Aerobik Mezofilik Mikrofunguslarin Makroskobik, Mikroskobik Ozelliklerinin

Incelenmesi ve izolasyonu

Bekleme siiresi sonunda olusan mikrofungal kolonilerin 6ncelikle koloni dokusu vb.
makroskobik 6zellikleri stereo mikroskop kullanilarak incelenmistir. Daha sonra mikrofungal
kolonilerin laktofenol pamuk mavisi soliisyonu kullanilarak lam-lamel aras1 ve selofan bant

yontemleri ile preparatlart hazirlanmis ve 151k mikroskobu kullanilarak mikroskobik 6zellikleri
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incelenerek not edilmistir. Farkli makro ve mikromorfolojik 6zellikleri oldugu tespit edilen

mikrofungal kolonilerin izolasyonu yapilmustir.

Her bir koloni yatik PDA besiyerine transfer edilerek saf kiiltiirleri alinip, temel hiicre dist
enzimatik aktivite deneyleri ve mikrofunguslarin cins veya tir diizeyinde tayinini
gerceklestirmek amaciyla stok kiiltlir olarak 4 °C’deki buzdolabinda kisa siireli olarak

saklanmigtir (Arvanitidou ve dig., 2002; Florencio ve dig., 2012).

3.2.3. izole Edilen Saf Mikrofungus izolatlarinin Uzun Siireli Olarak Saklanmasi

Saf kiiltlirleri alinan mikrofungal izolatlarin1 uzun siireli saklamak amaciyla her izolat i¢in PDA
iceren Petri kutularma ekim yapilmis ve Petri kutular1 25°C’de 7-14 giin bekletilmistir.
Bekleme siiresi sonunda iireyen kolonilerin gen¢ misellerinden ve spor yogunlugunun oldugu
kisimlardan bir miktar alinarak igerisinde 1 ml spor siispansiyonu tamponu bulunan krio tiiplere
transfer edilmistir. Krio tiiplere son hacim %30 olacak sekilde steril gliserol eklenmis ve tiipler

-86 °C’deki derin dondurucuya kaldirilmistir (Samson ve dig., 2014).

3.3. MIKROFUNGUSLARIN HUCRE DISI ENZIMATIK AKTIVITELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Kiiltir yontemi ile elde edilen saf mikrofungal izolatlarin, PDA besiyerinde 25 °C’de taze
kiiltiirleri hazirlanmistir. Elde edilen taze kiiltiirlerin amilaz, seliilaz, lipaz ve jelatinaz aktivitesi
gosterip gostermedigi tespit edilmistir. Ekimler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Hiicre
dis1 enzimatik aktivite gosteren izolatlarin koloni ¢aplari, ve olusturduklari acgik renkli hidroliz
zon caplari, ayrica lipaz enzimatik aktivitesinin belirlenmesinde kolonilerin olusturduklar
beyaz ¢okeltilerin ¢aplart mm cinsinden 6l¢iilmistiir. Enzimatik aktivite indeks degerlerinin
belirlenmesinde Coronada-Ruiz ve dig. (2018) ve Ferreira ve dig. (2019) uyguladig: esaslar

kullanilmistir.

Koloni Cap1 (mm) + Hidroliz Zonu (mm)

Enzim Aktivite Indeksi (%)= (3.1

Koloni Cap1 (mm)
3.3.1. Enzimatik Aktivite Deneyleri Icin Taze Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Taze kiiltiir elde edebilmek amaci ile dnceden hazirlanan stok fungus kiiltiirlerinin her birinden

PDA besiyerine ii¢ nokta ekim yapilmigs ve ekim yapilan Petri kutular1 25 °C’de 7 giin
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bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda {ireyen kolonilerden steril distile su igeren falkon
tiiplerin igerisine 6 mm ¢apinda agar bloklar alinmig ve vortekslenerek homojen hale
getirilmistir. Olusan fungus siispansiyonu, taze kiiltiir olarak enzimatik aktivite deneylerinde

kullanilmistir (Hankin ve Anagnostakis, 1975).

3.3.2. Seliilaz Aktivitesi

Seliilolitik mikrofunguslar1 tespit edebilmek igin seliilaz enziminin varligi arastirilmistir. Taze
fungus kiiltiirii igeren siispansiyondan 10 pl alinarak Karboksimetil Seliilaz Agar (CMC) igeren
Petri kutularina nokta ekim yapilmis ve 25 °C’de 7 giin bekletilmistir (Topal ve dig., 2000;
Borrego ve dig., 2010; Shahriarin ve dig., 2011). Bekleme siiresi sonunda besiyerinin yiizeyine
Gram’s iodine soliisyonu damlatilmis ve koloni etrafinda agik renkli bir hidroliz zonunun

gbzlenmesi ile seliilaz tiretimi dogrulanmustir.

3.3.3. Jelatinaz Aktivitesi

Proteolitik mikrofunguslari tespit edebilmek i¢in jelatinaz enziminin varlig1 arastirilmistir. Taze
fungus kiiltiirii i¢eren siispansiyondan 10 pl alinarak Jelatin Agar (JA) igeren Petri kutularina
nokta ekim yapilmis ve 25 °C’de 7 giin bekletilmistir (Topal ve dig., 2000; Atlas, 2010).
Bekleme siiresi sonunda jelatinaz enzimine sahip olan koloninin etrafinda agik renkli bir

hidroliz zonunun gdzlenmesi ile jelatinaz tiretimi dogrulanmustir.

3.3.4. Amilaz Aktivitesi

Amilolitik mikrofunguslar: tespit edebilmek i¢in amilaz enziminin varlig: arastirllmistir. Taze
fungus kiiltiirii i¢eren siispansiyondan 10 pl alinarak Nisasta Agar (NA) igeren Petri kutularina
nokta ekim yapilmig ve 25 °C’ de 7 giin bekletilmistir (Topal ve dig., 2000; Borrego ve dig.,
2010). Bekleme siiresi sonrasinda besiyeri yiizeyine Gram’s iodine soliisyonu damlatilmis ve

koloni etrafinda agik renkli bir hidroliz zonun gézlenmesi ile amilaz tiretimi dogrulanmistir.

3.3.5. Lipaz Aktivitesi

Lipolitik mikrofunguslarin tespiti i¢in lipaz enziminin varligi arastirilmistir. Taze fungus
kiiltiirli igeren slispansiyondan 10 pl alinarak steril Tween 20 ilaveli temel besiyeri igeren Petri
kutularina nokta ekim yapilmis ve 25 °C’de 7 giin bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda lipaz
enzimine sahip olan koloninin etrafinda beyaz c¢okeltinin gdzlenmesi ile lipaz {iretimi

dogrulanmistir (Sierra 1957; Ferreira ve dig., 2019).
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3.4. MIKROFUNGUSLARIN CINS VEYA TUR DUZEYINDE TAYIiNi

Izole edilen mikrofunguslarin cins diizeyinde tayini Barnett ve Hunter’in (1999) “Illustrated
Genera of Imperfect Fungi” adli eserinden yararlanilarak yapilmistir. Tir tayini i¢in
Cladosporium cinsi ve Chaetomium cinsi mikrofunguslarin yatik agardaki stok kiiltiirlerinden
PDA ve MEA besiyerlerine nokta ekimleri yapilmistir. Petri kutular1 25 °C’de 14 giin
bekletilmistir (Ellis, 1971). Bekleme siiresi sonunda Cladosporium cinsine ait mikrofunguslarin
koloni rengi, koloni tersi rengi, konidiofor, konidi o6zellikleri incelenmis ve tayin igin

“Dematiaceous Hypomycetes” (Ellis, 1971) eserinden yararlanilmistir.

Izole edilen Aspergillus cinsine ait mikrofunguslarin tiir diizeyinde tayinleri icin; Czapek Dox
Agar (CDA), MEA, Czapek Yeast Ekstrakt Agar (CYA), %20 Siikrozlu Czapek Yeast Extract
Agar (CY20S) i¢eren Petri kutularina {i¢ nokta ekimleri yapilarak 25 °C’de 7 giin bekletilmistir.
CYA bulunan bir bagka Petri kutusuna da ekim yapilmig ve 37 °C’de 7 giin bekletilmistir
(Klich, 2002). Bekleme siiresi sonunda Aspergillus cinsine ait mikrofunguslarin Tablo 3.1’de
belirtilen genel makromorfolojik ve mikromorfolojik 6zellikleri incelenmistir (Klich, 2002;
Samson ve dig., 2010). Tiir tayini i¢in, “Identification of Common Aspergillus Species” (Klich,
2002) ve “The Genus Aspergillus” (Raper ve Fennel, 1965) adli eserlerden yararlanilmistir.

Tablo 3.1: Aspergillus cinsine ait tiirlerin tayininde kullanilan genel makromorfolojik ve
mikromorfolojik 6zellikler.

Makromorfolojik Ozellikler Mikromorfolojik Ozellikler
Koloni Cap1 (mm) Seriasyon (Uniseriat/Biseriat)
Koloni rengi Konidia (Boyut, Piirtizlii/Piiriizsiiz)
Koloni tersi rengi Askospor (Var/Yok)
Koloni Tekstiirii/Dokusu/Ozelligi Stipe (Boyut, Renk, Piiriizlii/Piiriizsiiz)
Eksuda (Var/Yok) Fiyalid (Bir/iki Sira)
Coziniir Pigmentasyon (Var/Yok) Vesikiil (Eliptik/Oval)
Sklerotia (Var/Yok) Hiille hiicresi (Var/Yok)

Kleistotesyum (Var/Yok)

mm: Milimetre
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Izole edilen Penicillium cinsine ait mikrofunguslarin tiir diizeyinde tayini i¢in; CYA, %25
Gliserol Nitrat Agar (G25N), Yeast Extrakt Stikroz Agar (YES), MEA, Kreatin Siikroz Agar
(KSA) besiyerleri iceren Petri kutularina ii¢ nokta ekimleri yapilmig ve besiyerleri 7 giin
boyunca 25 °C sicaklikta bekletilmistir. Ayrica her izolat i¢in 2 adet CYA besiyerine ekim
yapilmis ve 7 giin boyunca 1 adet Petri kutusu 5 °C ve diger Petri kutusu ise 37 °C sicaklikta
bekletilmistir. (Pitt, 1979; 1986; Pitt ve Hocking, 2009).

Bekleme siiresi sonunda Penicillium cinsine ait mikrofunguslarin Tablo 3.2’de belirtilen genel
makromorfolojik ve mikromorfolojik 6zellikleri incelenmistir (Samson ve dig., 2010; Visagie
ve dig., 2014). Tiir tayini i¢in, “Food and Indoor Fungi” (Samson ve dig., 2010) ve “The Genus
Penicillium and Its Teleomorphic States Eupenicillium and Talaromyces” (Pitt, 1979) adli

eserlerden yararlanilmistir.

Tablo 3.2: Penicillium cinsine ait tiirlerin tayininde kullanilan genel makromorfolojik ve
mikromorfolojik 6zellikler.

Makromorfolojik Ozellikler Mikromorfolojik Ozellikler

! (nm) Konidiofor dallanma yapis1
Koloni gap1 (mm - L - -
(Monoverticillate/Biverticillate/Terverticillate/Quarterverticillate)

Koloni rengi Konidyal bas (Kiiresel/Siitunsal)
Koloni tersi rengi Konidia (Boyut, Piirtizlii/Piiriizsiiz)
Pigmentasyon (Var/Yok) Stipe (Boyut, Dallanmis/Dallanmamis/Piiriiz]ii/Piirtizsiiz)
Eksuda (Var/Yok) Metula (Var/Yok)
Sklerotia (Var/Yok) Aski ve Askokarp

Koloni tekstiirii/dokusu/6zelligi

Eseyli iireme yapist (Var/Yok)

Asit/Baz olusumu

mm: Milimetre

Tayini yapilan mikrofunguslarin ve yazarlarin isimleri “Index Fungorum Partnership” sitesine
gore giincellenmis ve standardize edilmistir (9 Nisan 2020). Ayrica cins veya tiir tayinleri

yapilan mikrofunguslarin mensup olduklari filum Mycobank sitesine gore giincellenmistir (8
Mayis 2020).
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3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Degerlerin normal dagilim gosterip gostermedikleri ve aralarindaki istatistiksel iliskilerin
belirlenmesi i¢in SPSS 22 programi kullanilmistir. Hiicre dis1 enzimatik aktivite indeks
degerlerinin ortalamalar agisindan farkinin degerlendirilmesi, Kruskal Wallis testi kullanilarak

yapilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

3.6. KULLANILAN BESIiYERLERI VE KIMYASAL MADDELER
3.6.1. Patates Dekstroz Agar Besiyeri

Funguslarin izolasyonu ve Dematiaceous Hyphomycetes sinifina ait mikrofunguslarin cins

veya tiir diizeyindeki tayininde kullanilan Patates Dekstroz Agar besiyerinin bilesimi;

Patates ekstrakti 40 ¢
Glikoz (CeH1206) 209
Agar 15¢
Distile su 1000 ml

pH: 5.6£0.2 121 °C’de 15 dk steril edilir (Bills ve Foster, 2004; Mohsenzadeh ve Shirkhani,
2016).

3.6.2. Malt Ekstrakt Agar Besiyeri

Funguslarin izolasyonunda, ayrica Dematiaceous Hyphomycetes sinifina ait mikrofunguslarin,
Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirlerinin tayininde kullanilan Malt Ekstrakt Agar

besiyerinin bilesimi;

Malt ekstrakti 2049
Pepton 10¢g
Glikoz (CsH1206) 20g

Agar 209
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Distile Su 1000 mi
121 °C’de 15 dk steril edilir (Pitt, 2000; Klich, 2002; Bensch ve dig., 2012).

3.6.3. Sabouraud Dekstroz Agar Besiyeri

Tibbi 6neme sahip funguslarin izolasyonunda kullanilan Sabouraud Dekstroz Agar besiyerinin

bilesimi;

Mikolojik pepton 109
Glikoz 409
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

pH 5.6+0.2 121 °C’de 15 dakika steril edilir (Bills ve Foster, 2004; Silva ve dig., 2004).

3.6.4. Dikloran Gliserol 18 Agar

Kserofilik mikrofunguslarin izolasyonunda kullanilan Dikloran Gliserol 18 Agar besiyerinin

bilesimi;

Glikoz (CsH1206) 109
Pepton 50
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 10g9

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4 - 7H20) 0.5¢

Agar 15¢
Distile su 1000 ml
Gliserol 220 ¢

pH 5.6 £0.2. 121 °C’de 15 dakika steril edilir (Beuchat, 1992).
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3.6.5. Czapek Dox Agar Besiyeri

Saprofit mikrofunguslarin izolasyonunda ve Aspergillus cinsine ait tiirlerinin tayininde

kullanilan Czapek Dox Agar besiyerinin bilesimi;

Dipotasyum hidrojen fosfat (K.HPO4) 1.0 g

Siikroz (C12H22011) 30g
Agar 17,59
Czapek soliisyonu 10 mi
Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dk steril edilir (Thom ve Raper, 1945; Klich, 2002).

3.6.6. Czapek Stok Soliisyonu Hazirlanisi

Bu soliisyon Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirleri tayin etmek amaciyla kullanilan
CDA, CMA, CM20S besiyerlerinin yapiminda kullanilir. Bilesimi;

Sodyum nitrat (NaNO3) 30¢g
Potasyum kloriir (KCI) 50¢9

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOs - 7H20) 5049

Demir (I11) stilfat heptahidrat (FeSO4- 7H20) 0.1g
Bakir siilfat pentahidrat (CuSOs - 7H20) 0.05¢g
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSOa4 - 7H20) 0.1¢g
Distile su 100 ml

Steril edilmeksiniz onerilen miktarlarda besiyerlerine eklenir (Pitt, 2000; Klich, 2002).
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3.6.7. Czapek Yeast Extract Agar

Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirlerin tayininde kullanilan Czapek Yeast Agar

besiyerinin bilesimi;

Dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPOa) 1.0g
Maya ekstrakti 5¢
Siikroz (C12H22011) 309
Agar 15¢
Czapek sollisyonu 10 ml
Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dk steril edilir (Pitt, 2000; Klich, 2002).

3.6.8. %020 Siikrozlu Czapek Yeast Agar Besiyeri

Aspergillus cinsine ait tiirlerin tayininde kullanilan besiyerinin bilesimi;

Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPOs) 1.0 g

Maya ekstrakti 50
Siikroz (C12H22011) 200 g
Agar 15¢
Czapek soliisyonu 10 ml
Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dk steril edilir (Klich, 2002).

3.6.9. Yeast Extract Siikroz Agar Besiyeri

Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirlerin tayininde kullanilan Yeast Ekstrakt Siikroz

Agar besiyeri bilesimi;
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Yeast ekstrakt (Difco) 20 ¢
Siikroz (C12H22011) 1509
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOas - 7H20) 059
Bakir siilfat pentahidrat(CuSOs - 7H20) 0.005¢g
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSOa4 - 7H20) 0.001g
Agar 209
Distile su 885 ml

pH 6.5+ 0.2 121 °C’de 15 dakika steril edilir (Frisvad 1981; Frisvad ve Filtenborg, 1989).

3.6.10. Kreatin Siikroz Agar Besiyeri

Penicillium cinsine ait tiirlerine tayininde kullanilan Kreatin Siikroz Agar besiyerinin bilesimi;
Siikroz (C12H22011) 309

Kreatin monohidrat (C4HgaN3Oz) 39

Potasyum fosfat tribazik heptahidrat (KzPO4- 7H20) 1.6 g

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOs - 7H20) 059

Potasyum kloriir (KCl) 059
Demir (I11) stilfat heptahidrat (FeSO4- 7H20) 0.01g
Bakir siilfat pentahidrat(CuSOs - 7H20) 0.005¢g
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSOas - 7H20) 0.01g
Bromokresol moru 0.05¢
Agar 209

Distile su 1000 ml
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pH 8.0 £0.2. 121 °C’de 15 dakika steril edilir (Frisvad,1985).

3.6.11. %25 Gliserol Nitrat Agar Besiyeri

Penicillium cinsine ait tiirlerine tayininde kullanilan besiyerinin bilesimi;

Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) 0.75¢g

Maya ekstrakti 3.79
Gliserol 250 ¢
Agar 12 ¢
Czapek sollisyonu 7.5ml
Distile su 750 ml

121 °C’de 15 dakika steril edilir (Pitt, 1979; 2000).

3.6.12. Karboksimetil Seliilloz Agar Besiyeri

Seliilolitik mikrofunguslarin tespitinde kullanilan Karboksimetil Selilloz Agar besiyeri

bilesimi;
Sodyum nitrat (NaNO3) 6.5¢g
Dipotasyum fosfat (KoHPO,) 6.5¢9

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOQa - 7H20) 39

Potasyum Kloriir (KC1) 6,50
Sodyum karboksimetilseliiloz 10¢
Maya ekstrakti 0.3g
Agar 1759

Distile Su 1000 ml
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121 °C’de 15 dakika steril edilir (Shahriarin, 2011).

3.6.13. Jelatin Agar Besiyeri

Proteolitik mikrofunguslarina tespitinde kullanilan Jelatin Agar besiyeri bilesimi;

Jelatin 409
Pepton 49
Maya ekstrakt 1g
Agar 15¢
Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dk steril edilir (Topal, 2000).

3.6.14. Nisasta Agar Besiyeri

Amilolitik mikrofunguslarin tespitinde kullanilan Nisasta Agar besiyeri bilegimi;
Sodyum nitrat (NaNOs) 39
Dipotasyum fosfat (K2HPO,) 1lg

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOs - 7H20) 0.50¢g

Potasyum kloriir (KCl) 0.50¢g
Nisasta 5¢
Agar 209
Distile su 1000 mi

121°C*de 15 dk steril edilir (Topal, 2000).
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3.6.15. Tween 20 ilaveli Temel Besiyeri

Lipolitik mikrofunguslarin tespitinde kullanilan Tween 20 ilaveli Temel Besiyeri bilesimi;
Pepton 10 g
Sodyum Kloriir (NaCl) 50

Kalsiyum klorid dihidrat (CaCl; - 2H,0) 0,19

Agar 209
Distile Su 1000 ml
Tween 20 (Sigma) 10 ml

pH. 6.0 121°C*de 15 dk steril edilir (Sierra, 1957).
3.6.16. Laktofenol Pamuk Mavisi Soliisyonu

Mikrofunguslarin mikromorfolojik karakterlerinin incelenmesinde kullanilan laktofenol pamuk

mavisi bilesimi;

Fenol kristali 20 g

Anilin mavisi 250 g
Agar 0.05¢
Laktik asit 20 mi
Gliserin 40 mi

Distile su 20 ml
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4. BULGULAR

41.URETIM  ATIKSUYU ORNEKLERININ AEROBIK MEZOFILIK
MIKROFUNGUS BAKIMINDAN DEGERLENDIRILMESI

Calisma kapsaminda incelenen 7 farkli petrol kuyusuna ait iiretim atiksuyu 6rneklerinden daha
fazla mikrofungus biyogesitliligi elde edebilmek i¢in PDA, SDA, CDA, MEA ve DG18
besiyerlerine es zamanl olarak yiizeye yayma yontemi kullanilarak ekimler ger¢eklestirilmistir.
Bekleme siiresi sonunda Petri kutularinda gézlenen iireme durumu ve koloni morfolojilerine ait
ornek gortntiiler Sekil 4.1°de verilmistir. 7 farkli kuyuya ait tiretim atik su 6rneklerinde iireyen
AMM’lerin PDA, SDA, CDA, MEA ve DG18 besiyerlerinde hem iireme durumlarinda hem de

tireme yogunluklarinda farkliliklar tespit edilmistir.

.

Sekil 4.1: G kuyusuna ait tiretim atiksu 6rneginin (A) DG18 besiyerinde tireme durumu, E kuyusuna
ait tiretim atiksu 6rneginin (B) DG18 besiyerinde iireme durumu.

Uretim atik sularmin PDA, SDA, CDA, MEA, ve DG18 besiyerlerine ekimleri yapildiktan
sonra 30 giine kadar olan bekleme siireleri boyunca, AMM kolonilerinin olusumu 24 saatlik
periyotlarda takip edilmistir. Genel olarak koloni sayimlarinin bekleme siiresinin 3. giiniinden
itibaren, izolasyonlarmin ise 7. giinden itibaren yapilabildigi saptanmustir. Kolonilerin
makromorfolojilerindeki farkliliklarin bekleme siiresinin 5. giintinden itibaren ayirt edilebildigi

tespit edilmistir.
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PDA besiyerinde 2. giinden sonra koloni sayimi yapilabilmis ve 5. giinden itibaren koloni
makromorfolojilerindeki farkliliklar ayirt edilebilmistir. Bu siire bazi Petri kutularinda 20.
giinde koloni sayim1 yapilmasina ve 25. giinde koloni makromorfolojilerindeki farkliliklarinin

ayirt edilebilmesine kadar uzamistir.

SDA besiyerinde 4. giinden sonra koloni sayimi yapilabilmis ve 6. giinden itibaren koloni
makromorfolojilerindeki farkliliklar ayirt edilebilmistir. Bu siire bazi Petri kutularinda 20.
giinde koloni sayim1 yapilmasina ve 25. giinde koloni makromorfolojilerindeki farkliliklarinin

ayirt edilebilmesine kadar uzamistir.

CDA besiyerinde 2. giinden sonra koloni sayimi yapilabilmis ve 5. giinden itibaren koloni
makromorfolojilerindeki farkliliklar ayirt edilebilmistir. Bu siire bazi Petri kutularinda 19.
giinde koloni sayim1 yapilmasina ve 21. giinde koloni makromorfolojilerindeki farkliliklarinin

ayirt edilebilmesine kadar uzamistir.

MEA besiyerinde 8. giinden sonra koloni sayimi yapilabilmis ve 10. giinden itibaren koloni
makromorfolojilerindeki farkliliklar ayirt edilebilmistir. Bu siire baz1 Petri kutularinda 25.
giinde koloni sayim1 yapilmasina ve 27. giinde koloni makromorfolojilerindeki farkliliklarinin

ayirt edilebilmesine kadar uzamistir.

DG18 besiyerinde 10. giinden sonra koloni sayimi1 yapilabilmis ve 12. giinden itibaren koloni
makromorfolojilerindeki farkliliklar ayirt edilebilmistir. Bu siire ¢ogu Petri kutularinda 19.
giinde koloni sayimi yapilmasina ve 22. giinde koloni makromorfolojilerindeki farkliliklarinin

ayirt edilebilmesine kadar uzamistir.

Calisilan 7 farkli tiretim atik su 6rneginde yiizeye yayma yontemi ile tespit edilen toplam AMM

koloni sayilart sirastyla Tablo 4.1-4.7°de verilmistir.

Tablo 4.1.’de A kodlu petrol kuyusuna ait {iretim atiksuyunda saptanan toplam AMM koloni
sayilar1 verilmistir. Buna gore ekim yapilan 5 farkli besiyerinde toplam 3 mikrofungal koloninin
tiredigi tespit edilmistir. Bu kolonilerin 3’liniin de sadece CDA besiyerinde iiredigi

saptanmuistir.
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Tablo 4.1: A kuyusuna ait AMM koloni sayilart.

Toplam

Besiyerleri 1. Petri 2. Petri 3. Petri 4. Petri 5. Petri 6. Petri 7. Petri Koloni

Sayisi
PDA 0 0 0 0 0 0 0 0
SDA 0 0 0 0 0 0 0 0
CDA 1 1 1 0 0 0 0 3
MEA 0 0 0 0 0 0 0 0
DG18 0 0 0 0 0 0 0 0

Tablo 4.2.’de B kodlu petrol kuyusuna ait tiretim atik suyunda saptanan toplam AMM koloni
sayilar1 verilmistir. Buna gore ekim yapilan 5 farkli besiyerinde toplam 5 mikrofungal koloninin
tiredigi tespit edilmistir. Bu kolonilerin 3’liniin CDA besiyerinde, 1’inin PDA ve 1’inin ise

DG18 besiyerinde tiredigi saptanmistir. SDA ve MEA besiyerlerinde ise ireme saptanmamustir

Tablo 4.2: B kuyusuna ait AMM koloni sayilari.

Toplam

Besiyerleri | 1. Petri 2. Petri 3. Petri 4. Petri 5. Petri 6. Petri 7. Petri Koloni

Sayisi
PDA 1 0 0 0 0 0 0 1
SDA 0 0 0 0 0 0 0 0
CDA 1 1 1 0 0 0 0 3
MEA 0 0 0 0 0 0 0 0
DG18 1 0 0 0 0 0 0 1

Tablo 4.3.”de C kodlu petrol kuyusuna ait iiretim atiksuyunda saptanan toplam AMM koloni
sayilar1 verilmistir. Buna gore ekim yapilan 5 farkli besiyerinde toplam 10 mikrofungal

koloninin {tiredigi tespit edilmistir. Bu kolonilerin 7’sinin PDA besiyerinde, 2’sinin DG18
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besiyerinde ve 1’inin MEA besiyerinde iiredigi saptanmistir. SDA ve CDA besiyerlerinde ise

ureme saptanmamistir.

Tablo 4.3: C kuyusuna ait AMM koloni sayilari.

Toplam

Besiyerleri | 1. Petri 2. Petri 3. Petri 4. Petri 5. Petri 6. Petri 7. Petri Koloni

Sayisi
PDA 1 4 2 0 0 0 0 7
SDA 0 0 0 0 0 0 0 0
CDA 0 0 0 0 0 0 0 0
MEA 1 0 0 0 0 0 0 1
DG18 1 1 0 0 0 0 0 2

Tablo 4.4.’de D kodlu petrol kuyusuna ait iiretim atiksuyunda saptanan toplam AMM koloni
sayilart verilmistir. Buna gore ekim yapilan 5 farkli besiyerinde toplam 10 mikrofungal
koloninin iiredigi tespit edilmistir. Bu kolonilerin 6’sinin PDA besiyerinde, 2’sinin CDA
besiyerinde ve 2’sinin DG18 besiyerinde iiredigi saptanmistir. SDA ve MEA besiyerlerinde ise

ureme saptanmamaigtir.

Tablo 4.4: D kuyusuna ait AMM Kkoloni sayilari.

Toplam

Besiyerleri | 1. Petri 2. Petri 3. Petri 4. Petri 5. Petri 6. Petri 7. Petri Koloni

Sayisi
PDA 1 2 1 1 1 0 0 6
SDA 0 0 0 0 0 0 0 0
CDA 1 1 0 0 0 0 0 2
MEA 0 0 0 0 0 0 0 0
DG18 1 1 0 0 0 0 0 2
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Tablo 4.5.’de E kodlu petrol kuyusuna ait iiretim atiksuyunda saptanan toplam AMM koloni
sayilar1 verilmistir. Buna gore ekim yapilan 5 farkli besiyerinde toplam 13 mikrofungal
koloninin iiredigi tespit edilmistir. Bu kolonilerin 9’unun DG18 besiyerinde, 2’sinin CDA
besiyerinde, 1’inin PDA ve 1’inin SDA besiyerinde iiredigi saptanmistir. MEA besiyerinde ise

ureme saptanmamistir.

Tablo 4.5: E kuyusuna ait AMM Kkoloni sayilart.

Toplam

Besiyerleri | 1. Petri 2. Petri 3. Petri 4. Petri 5. Petri 6. Petri 7. Petri Koloni

Sayisi
PDA 1 0 0 0 0 0 0 1
SDA 1 0 0 0 0 0 0 1
CDA il 1 0 0 0 0 0 2
MEA 0 0 0 0 0 0 0 0
DG18 2 2 5 0 0 0 0 9

Tablo 4.6.’de F kodlu petrol kuyusuna ait iiretim atiksuyunda saptanan toplam AMM koloni
sayilar1 verilmistir. Buna gore ekim yapilan 5 farkli besiyerinde toplam 16 mikrofungal
koloninin iiredigi tespit edilmistir. Bu kolonilerin 8’inin PDA besiyerinde, 4’linlin MEA
besiyerinde ve 4’tiniin DG18 besiyerinde tiredigi saptanmistir. SDA ve CDA besiyerinde ise

ureme saptanmamistir.
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Tablo 4.6: F kuyusuna ait AMM koloni sayilari.

Toplam

Besiyerleri | 1. Petri 2. Petri 3. Petri 4. Petri 5. Petri 6. Petri 7. Petri Koloni

Sayisi
PDA 8 0 0 0 0 0 0 8
SDA 0 0 0 0 0 0 0 0
CDA 0 0 0 0 0 0 0 0
MEA 1 1 2 0 0 0 0 4
DG18 1 2 1 0 0 0 0 4

Tablo 4.7.’de G kodlu petrol kuyusuna ait tiretim atik suyunda saptanan toplam AMM sayilari
verilmistir. Buna gore ekim yapilan 5 farkli besiyerinde toplam 32 mikrofungal koloninin
tiredigi tespit edilmistir. Bu kolonilerin 29’unun DG18 besiyerinde, 1’inin PDA, 1’inin SDA

ve 1’inin MEA besiyerlerinde iiredigi saptanmistir. CDA besiyerinde ise iireme saptanmamustir.

Tablo 4.7: G kuyusuna ait AMM Kkoloni sayilari.

Toplam

Besiyerleri | 1. Petri 2. Petri 3. Petri 4. Petri 5. Petri 6. Petri 7. Petri Koloni

Sayisi
PDA 1 0 0 0 0 0 0 1
SDA 1 0 0 0 0 0 0 1
CDA 0 0 0 0 0 0 0 0
MEA 1 0 0 0 0 0 0 1
DG18 13 2 7 7 0 0 0 29

7 farkli petrol kuyusu igerisinde en yiiksek toplam AMM koloni sayis1 (32 adet) G kuyusuna
ait iretim atik suyundan, en diisiik toplam AMM koloni sayisi ise (3 adet) A kuyusuna ait liretim

atiksuyunda saptanmustir.
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Uretim atiksu drneklerine ait PDA, SDA, CDA, MEA, ve DG18 besiyerlerinde bekleme siiresi
sonunda olusan mikrofungal kolonilerin morfolojileri stereo mikroskop kullanilarak (koloni
boyutu-mm, tipi, yapisi, koloni iist ve alt rengi, pigmentasyon vb.) makroskobik ve 1s1k
mikroskobu kullanilarak mikroskobik olarak incelenmis ve farkli morfolojide oldugu tespit
edilen kolonilerin izolasyonu yapilmistir. Bu izolatlarin se¢iminde ayni1 cins ve tiirlerin farkl
besiyerinde farkli morfolojik 6zellikleri gosterebilmesi durumu da bilinmesine ragmen, cins ve

tiir ¢esitliligini kaybetmemek adina bu yoniiyle herhangi bir eleme islemine gidilmemistir.

Izolasyonu yapilan mikrofungus kolonilerinin her birine harf ve sayidan olusan bir kod verilmis
ve izolasyon siireclerine ait bilgiler Tablo 4.8’de belirtilmistir. A kuyusundan 3 adet, B
kuyusundan 5 adet, C ve D kuyularindan 10’ar adet, E kuyusundan 9 adet, F ve G kuyularindan
8’er adet olmak tizere toplam 53 adet mikrofungus izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin 2 adedi
SDA, 6 adedi MEA, 10 adedi CDA, 17 adedi PDA ve 18 adedi DG18 besiyerlerinden izole

edilmistir.

Tablo 4.8: Mikrofungal izolatlara verilen kodlar, izolasyonlarinin yapildigi kuyu ve besiyerlerine ait

bilgiler.
izolat Kodu izolasyon Yapilan Kuyu izolasyon Yapilan Besiyeri
S1 A Kuyusu CDA
S2 A Kuyusu CDA
S3 A Kuyusu CDA
S4 B Kuyusu CDA
S5 B Kuyusu CDA
S6 B Kuyusu CDA
S7 B Kuyusu DG18

S8 B Kuyusu PDA
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Tablo 4.8 (devam): Mikrofungal izolatlara verilen kodlar, izolasyonlarinin yapildigi kuyu ve
besiyerlerine ait bilgiler.

izolat Kodu izolasyon Yapilan Kuyu izolasyon Yapilan Besiyeri

S10 C Kuyusu CDA

S12 C Kuyusu DG18

S14 C Kuyusu PDA

S16 C Kuyusu PDA

S18 C Kuyusu PDA

S20 D Kuyusu DG18

S22 D Kuyusu PDA

S24 D Kuyusu MEA
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Tablo 4.8 (devam): Mikrofungal izolatlara verilen kodlar, izolasyonlarinin yapildigi kuyu ve
besiyerlerine ait bilgiler.

izolat Kodu izolasyon Yapilan Kuyu izolasyon Yapilan Besiyeri

S26 D Kuyusu PDA

S28 D Kuyusu PDA

S30 E Kuyusu DG18

S32 E Kuyusu CDA

S34 E Kuyusu DG18

S36 E Kuyusu DG18

S38 F Kuyusu DG18

S40 F Kuyusu MEA
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Tablo 4.8 (devam): Mikrofungal izolatlara verilen kodlar, izolasyonlarinin yapildigi kuyu ve
besiyerlerine ait bilgiler.

izolat Kodu izolasyon Yapilan Kuyu izolasyon Yapilan Besiyeri

S42 F Kuyusu MEA

S44 F Kuyusu DG18

S46 G Kuyusu MEA

S48 G Kuyusu SDA

S50 G Kuyusu DG18

S52 G Kuyusu DG18

CDA: Czapek Dox Agar, DG18: Dikloran Gliserol 18 Agar, MEA: Malt Ekstrakt Agar, PDA: Patates Dekstroz Agar, SDA: Sabouraud
Dekstroz Agar
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4.2. URETIM ATIKSU ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN
MIKROFUNGUSLARIN HUCRE DISI ENZIMATIK AKTiVITELERI
BAKIMINDAN DEGERLENDIRILMESI

Izolasyonu yapilan 53 izolatin her birinin amilaz, seliilaz, lipaz ve jelatinaz enzimlerini
tiretebilme yeteneklerinin tespiti i¢in koloni ¢aplari, hidroliz ve ayrica lipaz igin ¢okelti zon
caplart milimetrik cetvel ile dl¢lilmiis, ortalama degerleri ve enzimatik aktivite indeksleri (%)

hesaplanmustir.

Yapilan deneyler sonucunda mikrofungal izolatlarin %81°inin (43 adet izolat) nisastayi,
%381’inin (43 adet izolat) seliillozu ve %43 liniin (23 adet izolat) lipaz1 pargalama yeteneginde
oldugu tespit edilmistir. Buna gore enzim aktivitelerinin 3’{inii de gdsteren izolat say1s1 19 adet,
amilaz ve seliilaz aktivitelerini gosteren izolat sayisi 43 adet, amilaz ve lipaz aktivitelerini
gosteren izolat sayis1 19 adet, seliilaz ve lipaz aktivitelerini gosteren izolat sayis1 19 adet, sadece
lipaz enzim aktivitesi gosteren izolat sayisi ise 23 adet olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).
Yapilan deneyler sonucunda 53 izolatin tamaminin jelatinaz enzimi tiretebilme yetenegine

sahip olmadigi tespit edilmistir.

A S L A-S-L A-S A-L S-L

Sekil 4.2: Mikrofungal izolatlarin tek bir enzimi ya da birden fazla sayida enzimi iiretebilme
yeteneklerinin gdsterimi.

45

40

35

30

25

2

o

1

Mikrofungal izolat Sayisi
(6]

1

o

a1

A: Amilaz, S: Seliilaz, L: Lipaz
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53 adet mikrofungal izolatin amilaz ve seliillaz enzimatik aktivitelerinin gézlemlendigi
besiyerlerinde 6l¢iilen ortalama koloni ¢api, zon ¢ap1 ve hesaplanan enzimatik aktivite indeks

degerleri Tablo 4.9°da verilmistir.

Amilaz enzimi iiretebilme yetenegine sahip olan izolatlarin S1, S2, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10,
S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18, S19, S20, S25, S26, S27, S28, S29, S32, S33, S35,
S36, S37, S38, S39, S40, S41, S42, S43, S45, S46, S47, S48, S49, S51, S52, S53 kodlu
mikrofunguslar oldugu tespit edilmistir. Amilaz aktivitesi gézlemlenen izolatlara ait 6rnek
fotograflar Sekil 4.3’te gosterilmistir. En yiiksek amilaz aktivite indeks degeri %2.33 ile S33
izolatina, en diigiikk amilaz aktivite indeks degeri ise %1.15 olup S36 izolatina ait oldugu

saptanmistir.

Seliilaz enzimi iiretebilme yetenegine sahip olan izolatlarin S1, S2, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10,
S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18, S19, S20, S25, S26, S27, S28, S29, S32, S33, S35,
S36, S37, S38, S39, S40, S41, S42, S43, S45, S46, SA47, S48, S49, S51, S52, S53 kodlu
mikrofunguslar oldugu tespit edilmistir. Seliilaz aktivitesi gozlemlenen izolatlara ait 6rnek
fotograflar Sekil 4.4’te gosterilmistir. En yliksek seliilaz aktivite indeks degeri %3.42 ile S2
izolatina, en diisiikk seliilaz aktivite indeksi degeri ise %1.30 olup S33 izolatina ait oldugu

saptanmuistir.

Tablo 4.9: 53 adet mikrofungal izolatin amilaz ve seliilaz enzimatik aktivitelerine ait besiyerlerinde
olgtilen ortalama koloni ¢api, ¢okelti ¢ap1, zon gap1 ve hesaplanan enzimatik aktivite indeks

degerleri.
_ Amilaz Seliilaz
Ll Enzim Enzim
Kodu Koloni Cap1 Zon Cap1 L Koloni Cap1 Zon Capi .
(mm) (mm) Aktivite (mm) (mm) Aktivite
Indeksi (%) indeksi (%)
S1 15.00+£1.00  15.00+1.00 2.00 15.00+ 1.10 9.00+ 1.20 1.60
S2 12.00+ 2.00 4.00+ 1.00 1.33 7.00+ 1.80 17.00+ 1.30 3.42
S3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S4 14.00=£1.00  15.00+2.00 2.07 11.00+£1.20  11.00+1.10 2.00
S5 15.00+£1.00  17.00+ 1.00 2.13 12.00+ 1.30 7.00+ 1.10 1.58
S6 24.00+ 3.00 8.00+2.00 1.33 7.00+ 1.10 12.00+ 0.90 2.71
S7 17.00+2.00  18.00+2.00 2.05 11.00+1.20  18.00+ 1.00 2.63
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Tablo 4.9 (devam): 53 adet mikrofungal izolatin amilaz ve seliilaz enzimatik aktivitelerine ait
besiyerlerinde 6l¢iilen ortalama koloni gapi, ¢okelti ¢capi, zon ¢ap1 ve hesaplanan enzimatik

aktivite indeks degerleri.

) Amilaz Seliilaz

Izolat Enzim Enzim

Kodu Kol(or;l:n ()Japl Z(er:1 Sné;pl  Aktivite Kol(or:::n C)apl Z(zlr:1 Sni;pl  Aktivite

Indeksi (%) Indeksi (%)

S8 20.00+ 1.00 10.00+ 1.00 1.50 9.00+ 1.30 16.00+ 0.80 2.77
S9 19.00+ 1.00 16.00+ 1.50 1.84 12.00+ 1.50 10.00+ 1.20 1.83
S10 18.00+ 2.00 7.00+ 2.50 1.38 8.00+1.10 4.00+ 0.60 1.50
S11 24.00+ 4.00 9.00+ 2.00 1.37 19.00+ 1.00 10.00+ 1.00 1.52
S12 26.00+ 1.00 10.00+ 1.50 1.38 20.00+ 2.00 10.00+ 1.60 1.50
S13 19.00+ 2.00 13.00+ 1.00 1.68 14.00+ 1.60 14.00+ 1.40 2.00
S14 16.00+ 1.00 8.00+2.00 1.50 15.00+ 1.40 15.00+ 1.80 2.00
S15 18.00+ 1.50 14.00+ 1.50 1.77 18.00+ 1.10 19.00+ 1.00 2.05
S16 24.00+ 1.00 9.00+ 2.00 1.37 9.00+ 1.30 14.00+ 1.00 2.55
S17 32.00+ 1.00 6.00+ 1.40 1.18 34.00+ 1.80 16.00+ 1.60 1.47
S18 17.00+ 1.00 17.00+ 2.00 2.00 17.00+ 1.90 30.00+ 2.00 2.76
S19 16.00+ 1.00 19.00+ 1.60 2.18 12.00+ 1.20 18.00+ 1.60 2.50
S20 15.00+ 2.00 9.00+£2.10 1.60 12.00+ 1.20 19.00+ 1.40 2.58
S21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S22 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S25 22.00+ 3.00 14.00+ 1.70 1.63 21.00+ 1.10 16.00+ 1.00 1.76
S26 21.00+ 1.00 11.00+ 1.60 1.52 16.00+ 2.10 16.00+ 2.20 2.00
S27 14.00+ 1.00 17.00+ 1.50 221 15.00+ 1.20 17.00+ 1.10 2.13
S28 20.00+ 2.00 14.00+ 2.30 1.70 14.00+ 1.00 12.00+ 0.70 1.85
S29 30.00+ 1.00 10.00+ 2.10 1.33 16.00+ 1.20 6.00+ 1.10 1.37
S30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Tablo 4.9 (devam): 53 adet mikrofungal izolatin amilaz ve seliilaz enzimatik aktivitelerine ait
besiyerlerinde 6l¢iilen ortalama koloni gapi, ¢okelti ¢capi, zon ¢ap1 ve hesaplanan enzimatik

aktivite indeks degerleri.

Amilaz Seliilaz
leglat Enzim Enzim
Kodu Kol(()r::im C)apl Z(zr:nsnf;pl . Aktivite Kol(or::im ()Iapl Z(zlr:1 Fnz;pl ‘ Aktivite
Indeksi (%) Indeksi (%)
S31 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S32 25.00+ 1.00 9.00+ 1.20 1.36 16.00+ 1.00  10.00+ 1.00 1.62
S33 12.00+2.00  16.00+1.30 2.33 10.00+ 1.00 3.00+0.80 1.30
S34 6.00+ 3.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S35 22.00+2.00  13.00+ 1.80 1.59 18.00+ 1.50 7.00+ 1.20 1.38
S36 19.00+ 1.00 3.00+ 1.10 1.15 20.00+ 1.10 8.00+ 1.40 1.40
S37 24.00£3.00  11.00+ 1.00 1.45 18.00+ 1.20 9.00+ 1.30 1.50
S38 20.00+ 1.00 8.00+ 0.90 1.40 19.00£ 1.20  10.00+ 1.00 1.52
S39 22.00£2.00  14.00+ 0.50 1.63 20.00+£1.30  20.00+ 1.40 2.00
S40 22.00+2.00  12.00+ 0.60 1.54 17.00+ 1.20  11.00+ 1.00 1.64
S41 19.00+1.00  15.00+1.20 1.78 16.00+1.10  10.00+ 1.00 1.62
S42 24.00+ 2.00 9.00+ 0.20 1.37 16.00+ 1.00  10.00+ 1.10 1.62
S43 12.00+ 1.50 5.00+0.10 141 8.00+ 0.20 11.00+ 0.30 2.37
S44 5.00+ 2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S45 13.00+ 2.50 9.00+ 1.20 1.69 8.00=0.10 5.00+0.10 1.62
S46 22.00£2.00  13.00+1.10 1.59 17.00+ 1.00 8.00+ 0.80 1.47
S47 21.00=£ 1.50  14.00+ 0.60 1.66 15.00+ 1.00 7.00+ 1.10 1.46
S48 18.00+ 1.50  14.00+ 0.20 1.77 16.00+ 1.10  16.00+ 1.20 2.00
S49 11.00+ 2.00 8.00+2.00 1.72 7.00+ 0.30 9.00+ 0.40 2.28
S50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S51 17.00+ 3.00 8.00+2.40 1.47 13.00+ 0.30 9.00+ 0.30 1.69
S52 20.00+2.50  10.00+ 1.60 1.50 14.00+ 0.20  12.00+ 0.20 1.85
S53 19.00+£1.00  11.00+ 1.50 1.57 12.00£ 0.10  10.00+ 0.10 1.83

mm: Milimetre, +: Standart Sapma
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Sekil 4.3: S15 (A), S19 (B), S41 (C) ve S47 (D) kodlu mikrofungal izolatlarin amilaz aktivitesi.



39

Sekil 4.4: S27 (A), S39 (B), S41 (C) ve S42 (D) kodlu mikrofungal izolatlarin seliilaz aktivitesi.

53 adet mikrofungal izolatin lipaz ve jelatinaz enzimatik aktivitelerine ait besiyerlerinde 6lgiilen
ortalama koloni gapi, ¢okelti ¢ap1, zon ¢ap1 ve hesaplanan enzimatik aktivite indeks degerleri

Tablo 4.10°da verilmistir.

Lipaz enzimi liretebilme yetenegine sahip olan izolatlarin S2, S4, S5, S11, S13, S14, S15, S20,
S22, S23, S25, S27, S29, S34, S36, S37, S39, S41, S42, S44, S45, S46, S49 kodlu

mikrofunguslar oldugu tespit edilmistir. Lipaz aktivitesi gozlemlenen izolatlara ait 6rnek
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fotograflar Sekil 4.5’te gosterilmistir. En yiiksek lipaz aktivite indeks degeri %4.33 ile S2

izolatina, en disiik lipaz aktivite indeks degeri ise %1.45 olup S46 izolatina ait oldugu

saptanmigtir.

Tablo 4.10: 53 adet mikrofungal izolatin lipaz ve jelatinaz enzimatik aktivitelerine ait besiyerlerinde
6l¢iilen ortalama koloni ¢ap1, ¢okelti ¢capi, zon ¢ap1 ve hesaplanan enzimatik aktivite indeks

degerleri.
Lipaz Jelatinaz
Izolat .- Enzi
Kodu Kol(or:]lin (;‘apl Cﬁk(f]lqtrin ();‘apl - Aknt?\I/riTt"e KOl(O[;]lin (§ap1 Z(zlr;] E;pl . AI(nt?\I/riTt]e
Indeksi (%) Indeksi (%)
S1 0.00 0.00 0.00 13.00+ 1.20 0.00 0.00
S2 15.00+ 1.20 50.00+ 1.20 4.33 9.50+ 1.00 0.00 0.00
S3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S4 21.00+ 1.40 14.00+ 1.50 1.66 12.00+ 1.50 0.00 0.00
S5 24.00+ 1.30 50.00+ 1.60 3.08 14.00+ 1.00 0.00 0.00
S6 0.00 0.00 0.00 16.00+ 1.30 0.00 0.00
S7 0.00 0.00 0.00 13.00+ 1.40 0.00 0.00
S8 0.00 0.00 0.00 8.00+ 1.00 0.00 0.00
S9 0.00 0.00 0.00 16.00+ 1.00 0.00 0.00
S10 0.00 0.00 0.00 14.00+ 2.00 0.00 0.00
S11 35.00+ 1.30 60.00+ 1.50 271 20.00+ 1.20 0.00 0.00
S12 0.00 0.00 0.00 12.00+ 1.30 0.00 0.00
S13 23.00+ 1.50 19.00+ 1.80 1.82 11.00+ 1.80 0.00 0.00
S14 26.00+ 1.70 52.00+ 1.60 3.00 12.00+ 1.00 0.00 0.00
S15 30.00+ 1.20 60.00+ 1.70 3.00 17.00+ 1.20 0.00 0.00
S16 0.00 0.00 0.00 20.00+ 1.50 0.00 0.00
S17 0.00 0.00 0.00 26.00+ 1.10 0.00 0.00
S18 0.00 0.00 0.00 15.00+ 1.00 0.00 0.00
S19 0.00 0.00 0.00 16.00+ 1.20 0.00 0.00
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Tablo 4.10 (devam): 53 adet mikrofungal izolatin lipaz ve jelatinaz enzimatik aktivitelerine ait
besiyerlerinde 6l¢iilen ortalama koloni gapi, ¢okelti ¢capi, zon ¢ap1 ve hesaplanan enzimatik
aktivite indeks degerleri.

Lipaz Jelatinaz
izolat Enzim Enzim
Kodu Kol(or:]l:n (§ap1 Cﬁk((:qtrin ();‘apl . Akt?\lli te Kol(()r;lim (§ap1 Z(zlr:ﬁ' ?na)lpl - Akt?\lli o
Indeksi (%) Indeksi (%)
S20 26.00+ 1.40 58.00+ 1.20 3.23 14.00+ 1.30 0.00 0.00
S21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S22 32.00+ 1.90 19.00+ 2.00 1.62 0.00 0.00 0.00
S23 39.00+ 1.60 60.00+ 1.20 2.53 0.00 0.00 0.00
S24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S25 28.00+ 1.40 50.00+ 1.60 2.78 18.00+ 1.40 0.00 0.00
S26 0.00 0.00 0.00 17.00+ 2.00 0.00 0.00
S27 20.00+ 1.10 18.00+ 1.20 1.90 14.00+ 1.60 0.00 0.00
S28 0.00 0.00 0.00 16.00+ 1.70 0.00 0.00
S29 30.00+ 1.00 50.00+ 1.10 2.66 18.00+ 1.00 0.00 0.00
S30 0.00 0.00 0.00 22.00+ 1.30 0.00 0.00
S31 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S32 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S33 0.00 0.00 0.00 22.00+ 1.00 0.00 0.00
S34 21.00+ 1.20 26.00+=1.20 2.23 12.00+ 1.20 0.00 0.00
S35 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S36 20.00+ 1.00 18.00+ 1.10 1.90 21.00+ 1.50 0.00 0.00
S37 32.00+ 1.00 26.00+ 1.20 1.81 17.00+ 1.50 0.00 0.00
S38 0.00 0.00 0.00 18.00+2.10 0.00 0.00
S39 32.00+ 1.20 18.00+ 1.30 1.56 20.00+ 2.30 0.00 0.00
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Tablo 4.10 (devam): 53 adet mikrofungal izolatin lipaz ve jelatinaz enzimatik aktivitelerine ait
besiyerlerinde 6l¢iilen ortalama koloni ¢api, ¢okelti ¢capi, zon ¢ap1 ve hesaplanan enzimatik
aktivite indeks degerleri.

Lipaz Jelatinaz
Ll Enzim Enzim
Kodu Kol(or:]l:n (;‘apl Ciik(ere]lqtrin ();apl . Aktivite KOl(Or:qlim (§ap1 Z(zlr:ﬁ' ?na)lpl - Aktivite
Indeksi (%) Indeksi (%)

S40 0.00 0.00 0.00 23.00+ 1.70 0.00 0.00
S41 32.00+ 1.20 70.00+ 1.40 3.18 21.00+ 1.60 0.00 0.00
S42 26.00+ 1.50 50.00+ 1.50 2.92 24.00+ 1.50 0.00 0.00
S43 0.00 0.00 0.00 20.00+ 1.00 0.00 0.00
S44 24.00+ 1.60 40.00+ 1.50 2.66 19.00+ 1.50 0.00 0.00
S45 25.00+ 1.50 50.00+ 1.50 3.00 12.00+ 1.00 0.00 0.00
S46 33.00+ 1.00 16.00+ 1.50 1.45 0.00 0.00 0.00
S47 0.00 0.00 0.00 10.00+ 0.50 0.00 0.00
S48 0.00 0.00 0.00 22.00+ 1.00 0.00 0.00
S49 25.00+ 2.00 24.00+ 1.50 1.96 18.00+ 0.60 0.00 0.00
S50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S51 0.00 0.00 0.00 16.00+ 1.20 0.00 0.00
S52 0.00 0.00 0.00 18.00+ 1.00 0.00 0.00
S53 0.00 0.00 0.00 20.00+ 1.30 0.00 0.00

mm: Milimetre, +: Standart Sapma
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Sekil 4.5: S2 (A), S5 (B), S14 (C) ve S46 (D) kodlu mikrofungal izolatlarin lipaz aktivitesi.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda seliilaz, amilaz ve lipaz aktivite indeks degerleri arasinda

anlaml bir farkin olmadig1 saptanmistir.



44

4.3. URETIM ATIKSU ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN

MIKROFUNGUSLARIN CiNS VEYA TUR DUZEYINDE TAYINi

Incelenen 7 petrol kuyusuna ait iiretim atiksu drneklerinden izole edilen mikrofunguslarin cins

veya tiir diizeyinde tayinleri, tespit edildikleri kuyular ve izolat sayilar1 Tablo 4.11°de

gosterilmistir.

Tablo 4.11: Izole edilen mikrofunguslarin cins veya tiir ad1, izolat kodlar1 ve sayilari.

Izolasyonun Yapildigi Kuyu

Cins veya Tiir Adx Izolat Kodu ve izolat Sayisi
Aspergillus sp.
P -g . P S23 D (1)
P. Micheli 1729
Aspergillus flavus
S33, S34, S36, S44 E(3),F(Q)

Link 1809

Aspergillus versicolor
(Vuill.) Tirab. 1908

S4, S5, S9, S10, S11, S12, S13,
S14, S15, S19, S20, S22, S25, S26,
S27, S28, S29, S37, S39, S40, S41,
S42, S45, S46, S47, S48

B(2),C(7),D(7),E(2),F(5),G
)

Chaetomium sp.
Kunze 1817

S21

D (1)

Cladosporium cucumerinum
Ellis & Arthur 1889

S2

A (1)

Penicillium chrysogenum
Thom 1910

S1, S6, S17, S35, S49, S50, S51,
S52

A(1),B(1),C(1),E(1),G 4

Penicillium solitum
Westling 1911

S7, S8, S16, S18, S32, S43, S53

B(2),C(2),E(1),F(1).G(1)

Spor olugturmayan fungus

S3, S38

A1), F(1)

Maya

S24, S30, S31

D(1),E()

7 farkli petrol kuyusuna ait iiretim atik suyu orneklerinden izole edilen 53 mikrofungusun, 1
adedi (%2) Aspergillus sp., 4 adedi (%8) Aspergillus flavus, 26 adedi (%49) Aspergillus
versicolor, 1 adedi (%2) Chaetomium sp., 1 adedi (%2) Cladosporium cucumerinum, 8 adedi
(%15) Penicillium chrysogenum, 7 adedi (%13) Penicillium solitum, 2 adedi (%4) spor

olusturmayan fungus ve 3 adedi (%6) maya olarak tayin edilmistir. Cins veya tiir dlizeyinde
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tayini yapilan mikrofunguslara ait 6rnek makroskobik ve mikroskobik goriintiiler Sekil 4.6-
4.12’de verilmistir.

Sekil 4.6: Aspergillus sp. (A) CDA besiyerinde, (B) MEA, (C) CY20S besiyerinde 7 giinlilk
goriiniimi, (D) Mikroskobik goriiniimii x 1000.
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Sekil 4.7: Aspergillus flavus (A) CDA besiyerinde, (B) MEA besiyerinde, (C) CY20S besiyerinde 7
giinliik koloni goriiniimii, (D) Mikroskobik goriiniimii x 1000.
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Sekil 4.8: Aspergillus versicolor (A) CDA besiyerinde, (B) MEA besiyerinde, (C) CY20S besiyerinde
7 giinliik koloni goriiniimii, (D) Mikroskobik spor goriiniimii x 1000.
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Sekil 4.9: Cladosporium cucumerinum (A) PDA besiyerinde 14 giinliik koloni gériiniimii, (B)
Mikroskobik goriintimii x 1000.

Sekil 4.10: Chaetomium sp. (A) MEA besiyerinde 14 giinliik koloni goriiniimii, (B) Mikroskobik
goriiniimii x 1000.
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Sekil 4.11: Penicillium chrysogenum (A) CYA besiyerinde, (B) MEA, (C) KSA besiyerinde 7 giinliik
koloni goriiniimii, (D) Mikroskobik goriiniimii x 1000.
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Sekil 4.12: Penicillium solitum (A) CYA besiyerinde, (B) MEA, (C) KSA besiyerinde 7 giinliik koloni
goriinimii, (D) Mikroskobik goriiniimii x 1000.

Tablo 4.11°’¢ gore A kuyusuna ait {iretim atiksu Orneginden izole edilen toplam 3 adet
mikrofungusun Penicillium chrysogenum, Cladosporium cucumerinum ve spor olusturmayan

fungus oldugu tayin edilmistir.

B kuyusuna ait tiretim atiksu 6rneginden izole edilen toplamda 5 adet mikrofungusun 2’si
(%40) Aspergillus versicolor, 2’si (%40) Penicillium solitum ve 1’i (%20) ise Penicillium

chrysogenum’dur.



o1

C kuyusuna ait tretim atiksu 6rneginden izole edilen toplamda 10 adet mikrofungusun 7’si
(%70) Aspergillus versicolor, 2’si (%20) Penicillium solitum ve 1’i (%10) ise Penicillium

chrysogenum’dur.

D kuyusuna ait tiretim atiksu orneginden izole edilen 10 adet mikrofungusun 1’i (%10)
Aspergillus sp., 7’si (%70) Aspergillus versicolor, 1’i (%10) Chaetomium sp. ve 1’i (%10)

mayadir.

E kuyusuna ait tretim atiksu 6rneginden izole edilen 9 adet mikrofungusun 3t (%33.3)
Aspergillus flavus, 2’si (%22.2) Aspergillus versicolor, 1’1 (%22.2) Penicillium solitum, 1’i

(%22.2) Penicillium chrysogenum ve 2’si (%22.2) mayadir.

F kuyusuna ait {iretim atiksu Orneginden izole edilen 8 adet mikrofungusun 1’i (%12.5)
Aspergillus flavus, 5’1 (%62.5) Aspergillus versicolor, 1’1 (%12.5) Penicillium solitum ve 1’

(%12.5) spor olusturmayan mikrofungustur.

G kuyusuna ait liretim atiksu 6rneginden izole edilen 8 adet mikrofungusun 3’ (%37.5)
Aspergillus versicolor, 1’i (%12.5) Penicillium solitum, 4’40 (%50) Penicillium

chrysogenum’dur.

Maya ve spor olusturmayan mikrofungal izolatlar disindaki cins veya tiir tayinleri yapilan tim

mikrofungal izolatlarin Ascomycota filumuna mensup oldugu saptanmistir.

Tiim kuyular degerlendirildiginde en fazla cins ve tiir ¢esitliligi 3 farkli cins ve 4 farkl tiire

sahip olmasiyla E kuyusunda tespit edilmistir.

7 farkl petrol kuyusuna ait iiretim atiksu 6rneklerinden izole edilen mikrofunguslar icerisinde
en ¢ok bulunan tiirlerin sirasiyla Aspergillus versicolor, Penicillium chrysogenum ve

Penicillium solitum oldugu saptanmustir.

7 farkli petrol kuyusuna ait {iretim atiksu 6rneklerinde AMM varligini tespit edebilmek ve daha
fazla cesit fungus saptayabilmek i¢in 5 farkli icerige sahip besiyerine ekim yapilmis olup, tiir
cesitliligi agisindan bakildiginda sirasiyla 5 farkl tiirlin izolasyonu ile CDA besiyerinin, 4 farkli

tiiriin izolasyonu ile DG18 besiyerinin, 3 farkli tiir ve 3 farkli cinsin izolasyonu ile PDA
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besiyerlerinin kullaninminin SDA ve MEA besiyerlerinin kullanimina gore daha basarili oldugu

saptanmustir (Tablo 4.8 ve 4.11).

Tir diizeyinde tayini yapilan mikrofunguslarin icerisinde 26 adet Aspergillus versicolor
izolatinin 25’inin (S4, S5, S9, S10, S11, S12, S13, S14, S15, S19, S20, S25, S26, S27, S28,
S29, S37, S39, S40, S41, S42, S45, S46, S47, S48) amilaz ve seliilaz enzimlerini, ayrica bu
izolatlardan 17’sinin (S4, S5, S11, S13, S14, S15, S20, S22, S25, S27, S29, S37, S39, S41, S42,
S45, S46) lipaz enzimini de iiretebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.9,
4.10 ve 4.11).

8 adet Penicillium chrysogenum izolatinin (S1, S6, S17, S35, S49, S51, S52) 7’sinin amilaz ve
seliilaz enzimlerini ayrica, S49 izolatinin lipaz enzimini {iretebilme yetenegine sahip oldugu

tespit edilmistir.

7 adet Penicillium solitum izolatinin (S7, S8, S16, S18, S32, S43, S53) amilaz ve seliilaz

enzimlerini iiretebilme yetenegi oldugu tespit edilmistir.

4 adet Aspergillus flavus izolatinin (S33, S36) 2’sinin amilaz ve seliilaz enzimlerini ayrica,

3’lniin (S34, S36, S44) lipaz enzimini liretebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir.

1 adet Cladosporium cucumerinum izolatinin (S2) amilaz, selillaz ve lipaz enzimlerini

tiretebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir.

Cins diizeyinde tayini yapilan mikrofunguslar igerisinde 1 adet Aspergillus sp. izolatinin (S23)
sadece lipaz enzimini iiretebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. 1 adet Chaetomium
sp. izolatinin (S21) amilaz, seliilaz, lipaz ve jelatinaz enzimlerini iiretebilme yetenegine sahip

olmadig: tespit edilmistir (Tablo 4.9, 4.10 ve 4.11).

Ayrica 2 adet spor olusturmayan fungus izolatindan (S3, S38) 1’inin (S38) amilaz ve seliilaz

enzimlerini iiretebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.9, 4.10 ve 4.11).
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3 adet maya izolatinin (S24, S30, S31) amilaz, seliilaz, lipaz ve jelatinaz enzimlerini tiretebilme

yeteneklerine sahip olmadiklar tespit edilmistir (Tablo 4.9, 4.10 ve 4.11).

53 mikrofungal izolatin tamami degerlendirildiginde en yliksek amilaz aktivite indeks degerine
sahip (%2.33) S33 izolat1 ve en diisiik amilaz aktivite indeks degerine sahip (%1.15) S36

izolatinin Aspergillus flavus oldugu saptanmuistir.

En yiiksek seliilaz aktivite indeks degerine sahip (%3.42) S2 izolatinin Cladosporium
cucumerinum, en diisiik seliilaz aktivite indeks degerine sahip (%1.30) S33 izolatinin ise

Aspergillus flavus oldugu saptanmustir.

En yiksek lipaz aktivite indeks degerine sahip (%4.33) S2 izolatinin Cladosporium
cucumerinum iken en diisiik lipaz aktivite indeks degerine sahip (%1.45) S46 izolatinin ise

Aspergillus versicolor oldugu saptanmuistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Funguslar canliliklarii siirdiirmek igin dogadaki bircok zorlu kosula adapte olmustur.
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium ve Trichoderma gibi fungus cinsleri ve bu
cinslere ait bazi fungus tiirleri petrol ve dogalgaz rezervleri gibi ekstrem kosullara sahip
ortamlarda canliliklarini siirdiiriip, bu rezervlerin yer altindan ¢ikarilmasi sirasinda kullanilan

iiretim atiksuyu ile diger ¢evrelere taginirlar.

Yurt disinda, petrol rezervuarlar1 ve bunlarla iligkili ortamlarda bulunan bakteri, fungus gibi
farkli mikroorganizmalarin ¢esitliligi ve ekolojileri {izerine ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Wemedo ve dig., 2009; Okungbowa ve dig., 2011; Chaudhry ve dig., 2012; Al-Jawhari, 2014;
Zafra ve dig., 2014). Ulkemizde petrolle kontamine olmus topraklarda, formasyon ve {iretim
atiksularinda yapilan ayrintili ¢alismalar sadece bakteriyolojik analizler tizerinedir (Coral ve
Karagoz, 2005; Balk, 2007; Avct ve Donmez, 2008; Hoshan ve dig., 2008; Erdogan ve dig.,
2012; Tiiccar ve dig., 2019). Yurt i¢inde petrol ¢evreleriyle ilgili yapilan galismalarda, ¢ok
farkli ortamlarda mevcudiyetini siirdiirebilen ve bu ortamlardaki organik maddelerin biyolojik
yikiminda 6nemli rolleri olan kiiltiire edilebilir mikrofunguslarin varliginin ve gesitliliginin
degerlendirildigi, izolasyonlarinda farkli besiyerlerinin kullanildigi ve hiicre dis1 enzimatik

aktivite ozelliklerinin incelendigi kapsamli bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu nedenle tez calismasi sonucunda elde edilen veriler, 6zellikle {ilkemizde petrol ile iliskili
cevrelerde yapilmast planlanan petrol hidrokarbonlarimin  biyodegredasyonu veya
biyoremediasyonu g¢alismalarina kaynak saglayacak olmasi bakimindan 6nem arz etmektedir.
Ayrica mikrofunguslarin varliginin ve metabolik ¢esitliliginin saptanmasi, petrol kalitesinde
bozulmalara ve boru materyallerinde korozyona yol agabilen basta siilfat indirgeyen bakteriler
olmak iizere petrol kuyularindaki mikrobiyal yiikiin azaltilmasina veya Onlenmesine karsi

alinacak 6nlemlerin belirlenmesine yonelik calismalara da katki saglayabilecektir.

Calismamiz kapsaminda Adiyaman ili petrol sahalarindan alinan iiretim atiksularindaki
mikrofungus varligini ortaya koymak igin yiizeye yayma ekim yontemi tercih edilmistir. Bu
yontem Amerikan Halk Saglig1 Birligi tarafindan atiksularda fungus izolasyonu i¢in onerilen
(yiizeye yayma, dokme plak ve membran filtrasyon) ekim yontemlerinden biri olup (APHA,
2005), aerobik mikroorganizmalarin izolasyonu igin Ozellikle drnek miktarinin az oldugu

calismalarda kullanilmaktadir. Calismamiza benzer olarak Wemedo ve dig. (2009) Nijerya’daki
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petrol sahalarina ait iiretim atiksuyu 6rneklerinden, Christian ve dig. (2014) Nijer Delta’sina ait
petrolle kontamine olmus topraklardan, Kottb ve dig. (2019) Siiveys Korfez’indeki petrolle
kontamine olmus deniz sularindan mikrofungus izolasyonu gerceklestirmek amaciyla yiizeye

yayma ekim yontemini kullanmig ve mikrofungus izolasyonunu gergeklestirmislerdir.

Bu tez ¢calismasi kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda, iiretim atiksuyu 6rnekleri
incelenen Adiyaman petrol sahalarina ait 7 farkli petrol kuyusunda toplam 89 adet kiiltiire
edilebilir mikrofungus kolonisi saptanmistir. Dawoodi ve dig. (2015) yaptiklart ¢alisma
sonucunda funguslarin birbirine yakin alanlardan izole edildiklerinde dahi sayisal olarak ¢ok az
benzerlik gosterdiklerini bildirmistir. Nitekim ¢alismamizda incelenen 7 petrol kuyusuna ait
tiretim atiksuyu orneklerinden; A kuyusundan toplam 3 adet, B kuyusundan 5 adet, C ve D
kuyularindan 10’ar adet, E kuyusundan 13 adet, F kuyusundan 16 adet ve G kuyusundan 32
adet olmak tizere farkli sayilarda mikrofungus kolonisi tespit edilmistir. Calismamiza benzer
olarak Wemedo ve dig. (2009) Nijeryada’ki petrol sahalarmdaki 5 farkli lokasyona ait tiretim
atiksuyu orneklerinden ve Kottb ve dig. (2019) Siiveys Korfezi’ndeki petrolle kontamine olmus
3 farkli lokasyona ait deniz suyu Orneginin her birinde farkli sayida mikrofungus kolonisi

saptamiglardir.

Mikrofungus koloni sayilar1 arasinda saptanan bu farkliliklar, daha 6nce yapilan aragtirma
sonuglari ile agiklanabilmektedir. (I) Obire ve Anyanwu (2009), yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
toprak Orneklerinde bulunan petroliin oraninin artmasina bagli olarak mikrofunguslarin
sayisinda azalma meydana geldigini bildirmisleridir. Bu durumun sebebinin bazi funguslarn
petroldeki toksik maddeleri pargalayarak hayatta kalabilirken baz1 funguslarin ise bu duruma
adapte olamayip, canliliklarini siirdiirememeleri oldugunu &ne siirmiislerdir. (II) Rousk ve
Baath (2011), toprak ve sucul ortamlarda bulunan bakteriler ile mikrofunguslar arasindaki
rekabetin de izole edilebilecek mikrofunguslarin sayilarini etkileyebilecegini bildirmislerdir.
Calismamiz kapsaminda iiretim atiksularinda sadece mikrofungus varligi ve sayisi tespit
edilmis olup, bundan sonra yapilmasi planlanan ¢alismalarda bakteriyolojik analizlerin de
gerekliligi ortaya c¢ikmustir. (IIl) Petrolle kontamine olmus toprak ve sucul gevrelerde
kadmiyum, bakir ve ¢inko gibi agir metallerin varlig1 funguslarin tiremesini veya biiylimesini
kisitlayabilir (Moreirinha ve dig., 2010). Nitekim, Adesina ve Adelasoye (2014) Nijerya’da
petrolle kontamine olmus 5 toprak orneginde kadmiyum, ¢inko, demir, nikel ve bakir

metallerinin konsantrasyonu arttik¢a fungus populasyonunda azalma meydana geldigi
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gosterilmistir. Ayrica, Azavedo ve Cassio (2010) sucul gevrelerdeki mikrofunguslarin kat1 ve
sivl besiyerinde nikel, ¢inko, kadmiyum ve bakir konsantrasyonu arttik¢a biiyiimelerinin
olumsuz yonde etkilendigini bildirmislerdir. Ek olarak petrolle kontamine olmus cevrelerde
tuzluluk orani arttikga, mikroorganizmalarin hidrokarbonlar1 pargalayabilme yetenekleri ile
birlikte parcalayabilecekleri bilesik (Substrat) sayis1 ve ¢esidi de azalmaktadir (Obuekwe ve
dig., 2005). Ancak bazi funguslar bulunduklar1 ¢evrelerdeki bu yiiksek tuzluluk oranlarina
dayaniklidir (Dhar ve dig., 2014). Bu gibi parametreler petrol rezervuarlarindaki mikrofungus
varligini ve sayisini etkileyebilmektedir. Calismamiz kapsaminda iiretim atiksu 6rneklerinin
kimyasal parametreleri 6l¢iilmemis olup, ileride petrolle iliskili 6rnekleme yapilmasi planlanan
cevrelere ait tuz, pH ve agir metal varli§i ve petrol hidrokarbonlarinin igerigi gibi kimyasal
parametrelerin Slciilmesi dnerilmektedir. Ayrica (IV) petrol kuyularinin toprak igerisindeki
derinliklerinin farkli olabilmesinden kaynaklanabilecek sicaklik ve oksijen farkliliklarinin
(Ollivier ve dig., 2007) mikroorganizmalarin tireme kapasitelerinde degiskenlik gosterebilecegi

de diisiiniilmektedir.

Funguslar metabolizmalari igin gerekli olan enerjiyi bulunduklari ¢evrelerdeki farkli besinler
tizerinden saglar. Laboratuvar ortaminda funguslari kiiltiire edebilmek i¢in magnezyum stilfat,
sodyum nitrat gibi bilesikler ile glikoz, siikroz ve pepton gibi karbon ve azot kaynagi olan
besinleri saglamak gerekir (Townsend, 1957; Hubballi ve dig., 2010). Bu sebeple fungus
1zolasyonun yapilacagi ortam sartlarinin da géz oniine alinarak besiyeri se¢ciminin yapilmasi,
bekleme siiresinin ve sicakliginin belirlenmesi de kritik 6neme sahiptir. Calismamizda tercih
edilen besiyerlerinden; PDA besiyeri, zengin igerigi itibariyle birgok kiif ve mayanin tiremesini
desteklerken, diisiik pH oraniyla bakteri gelisimini baskilayan bir besiyeri olma 6zelligindedir
(APHA, 2005; Sharma ve Pandey, 2010). SDA besiyeri, genellikle insan sagligina zararl
funguslarin izolasyonu i¢in kullanilir ve funguslarin gelisimlerini desteklemek icin karbon
kaynagi olarak dekstroz, azot kaynagi olarak da pepton icermektedir (Odds, 1991; Silva ve dig.,
2004). CDA besiyeri, diisiik karbon kaynagi, notr pH orani ve inorganik azot kaynagina sahip
olup, 6zellikle Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces cinsi mikrofunguslarin izolasyonu igin
kullanilan bir besiyeridir (Nagy ve Olson, 1982; APHA, 2005). MEA besiyeri, zengin karbon
kaynagi ile funguslarin gelisimi igin optimum sartlar1 saglayan bir besiyeri olup, farkli cins ve
tiirlere ait kiiflerin morfolojik olarak birbirinden ayrilmasinda da tercih edilmektedir (Sunesson

ve dig., 1995; APHA, 2005; Abdullah ve Saadullah, 2018). DG18 besiyeri, icerigindeki pepton,
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glikoz ve gliserol sayesinde o6zellikle kserofilik funguslarin izolasyonu i¢in kullanilan bir

besiyeridir (Sunesson ve dig. 1995).

Calismamizda iiretim atiksuyu orneklerinden farkli metabolik 6zelliklere sahip, daha fazla
cesitte mikrofungus izolasyonu yapabilmek amaciyla PDA, SDA, CDA, MEA ve DGI8
besiyerleri kullanimi tercih edilmistir. Besiyerleri iginde en fazla sayida mikrofungus
izolasyonu sirasiyla DG18, PDA, CDA, MEA ve SDA besiyerinden yapilmistir (Tablo 4.8).
Ayrica en fazla tiir ¢esitliligi SDA ve MEA besiyerlerine kiyasla sirastyla CDA, DG18 ve PDA
besiyerinde saptanmistir (Tablo 4.11). Calismamiza benzer olarak petrolle kontamine olmus
toprak ve su Orneklerinden mikrofungus izolasyonu i¢in PDA, SDA, CDA ve MEA
besiyerlerinin kullanildig1 aragtirmalar bulunmaktadir (April ve dig., 1999; Okerentugba ve
Ezeronye, 2003; Bello ve Abdullahi, 2016; Chukwura ve dig., 2016). Ancak yapilan literatiir
arastirmalarinda DG18 besiyerinin, iiretim atiksuyu 6rneklerinden mikrofungus izole etmek
icin kullanildigina dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte genel olarak
iiretim atiksuyunun tuzluluk orani itibariyle halofilik mikroorganizmalarin canlili1 i¢in uygun
bir ¢evre oldugu bilinmektedir (Tellez ve dig., 2002). Buna uygun olarak Moubasher ve dig.
(2018) vyaptiklar1 calismada DGI8 besiyerinin tuzluluk oran1 yiiksek ortamlardaki
mikrofunguslarin izolasyonu i¢in kullanilabilecegini bildirmistir. Nitekim c¢alismamiz
sonucunda en fazla sayida mikrofungus izolasyonu DGI18 besiyerinden yapilmis olup, tiir
cesitliligi agisindanda avantajli bir besiyeri oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda, {iretim
atitksuyu orneklerinde mikrofungus varligmmi ve tiir cesitliligini ortaya koyabilmek icin
izolasyon deneylerinde DG18, CDA ve PDA besiyerlerinin birlikte kullanilmasi

Onerilmektedir.

Fungus izolasyonunda kullanilan besiyerine ve izolasyonun yapilacagi ortam sartlarina bagl
olarak bekleme siireleri de degisebilmektedir. Literatiirde her besiyeri i¢in saptanan optimum
sicaklik ve bekleme siireleri bulunmaktadir (Corry ve dig., 2011). Amerika Halk Sagligi Birligi,
atiksularindan mikrofungus izolasyonunda CDA ve MEA besiyerlerinde 7 giinliik bekleme
stiresinin  uygun oldugunu agiklamistir (APHA, 2005). Calismamizda iretim atiksu
orneklerinden fazla sayida mikrofungal tiir gesitliligi elde edebilmek ve iiremeleri geg
gerceklesebilen mikrofunguslar1 da izole edebilmek i¢in ekim yapilan Petri kutular1 30 giine
kadar bekletilmistir. Calismamizdan farkli olarak Bello ve Abdullahi (2016), atiksu

orneklerinden yaptiklart ekimler sonucunda PDA besiyerlerini iceren Petri kutularini 5 giin;
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Wemedo ve dig. (2009), iiretim atiksu 6rneklerinden yaptiklari ekimler sonucunda PDA ve Qil
Agar besiyerlerini igeren Petri kutularini ise 2-7 giin bekletmislerdir. Bunlara karsilik
calismamizda ekim yapilmig CDA ve DG18 besiyerlerini iceren Petri kutularinda 19. giinden,
PDA ve SDA besiyerlerini igeren petri kutularinda 20. giinden, MEA besiyerini igeren Petri
kutularinda ise 25. glinden sonra bile mikrofungus tiremesi tespit edilmistir. Elde edilen veriler
sonucunda, iiretim atiksularindan mikrofungus izolasyonu yapilabilmesi igin bekleme siiresinin
en az 30 giin olmasi1 &nerilmektedir. ilaveten, calismamizda mikrofungus izolasyonu igin
kullanilan sicaklik 25 °C olup, bu sicakligin petrolle iligkili ¢evrelerde yapilan izolasyon
calismalarinda da kullanildigin1 ve mikrofungus izolasyonu i¢in uygun oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir (Rad ve dig., 2014; Al-Dossary ve dig., 2019). Ancak ¢alismamizdan
farkli olarak petrolle kontamine olmus toprak 6rneklerinde mikrofungus izolasyonu igin 37 °C
sicakligin tercih edildigi calismalar da bulunmaktadir (Vanishree ve dig., 2014a; 2014b;
Okerentugba ve Ezeronye, 2003). Ollivier ve dig. (2007) petrol rezervuarlarindaki sicakligin,
derinlige bagl olarak her 100 metrede yaklasik 3 °C artabildigini ve rezervuarlardaki sicakligin
180 °C’ye kadar ulasabilecegini bildirmistir. Bu sebeple mikrofungus izolasyonu ve
biyogesitliliginin arastirilacagi c¢alismalarda 25 °C sicakligin uygulanmasi, ayrica Ornek

aliacak kuyunun derinligine de bagli olarak ek sicaklik se¢cimlerinin yapilmasi 6nerilmektedir.

Funguslar olumsuz g¢evre kosullarinda etkili olabilen enzim aktiviteleri sonucunda hayatta
kalabilir. Funguslar trettikleri hiicre dis1 enzimleri ile petrol kalintilari, endiistriyel atiklar ve
deterjanlar gibi gevreye zararl ya da toksik iirlinleri pargalayabilir ve tiremeleri i¢in gerekli
olan enerjiyi bu iiriinlerden saglayabilir (Gopinath ve dig., 2005). Petrolle kontamine olmus
cevrelerde yasayan mikrofunguslarin hiicre dig1 enzimatik aktivitelerinin tespit edilmesi ileride
yapilabilecek biyodegredasyon, biyoremediasyon veya endiistriyel ¢alismalar (gida, eczacilik,
kozmetik, tekstil, deterjan kimyasi gibi) i¢in 6nem tasiyabilmektedir. Calismamizda iiretim atik
sularindan izole edilen 53 mikrofungus izolatinin hiicre disina salinan amilaz, seliilaz, jelatinaz

ve lipaz enzimlerini liretme yetenekleri ve bu enzimlerin aktivite indeks degerleri arastirilmistir.

Amilaz enzimi nisasta iizerinde etkili bir hiicre dis1 enzim olup funguslar tarafindan
tiretilmektedir (Singh ve dig., 2011). Amilaz enzimi endiistriyel kullanimda kagit endiistrisinde,
ekmek yapiminda ve nisastadan bir biyoyakit olan etanoliin tiretiminde kullanilir (Chi ve dig.,
2009; Gupta ve dig., 2003). Calismamiz kapsaminda endiistriyel ve ticari oneme sahip amilaz

enziminin, tretim atiksuyundan izole edilen 53 mikrofungal izolatin 43l tarafindan
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tiretilebildigi saptanmustir (Tablo 4.9). Cins diizeyinde tayinleri yapilan bu izolatlardan 27’sinin
Aspergillus cinsine, 14’tiniin Penicillium cinsine, 1’inin Cladosporium cinsine ait oldugu,
1’inin ise spor olusturmayan mikrofungus tarafindan sentezlendigi tespit edilmistir. Aspergillus
ve Penicillium cinslerine ait mikrofunguslarin amilaz enzimi iiretme kapasitesinin yiiksek
oldugu saptanmis olup, ¢alisma sonucumuz bir¢ok literatiirle de desteklenmektedir (Ertan ve
dig., 2006; Souza ve Magalhaes, 2010; Ayansina ve dig., 2017). En yliksek amilaz aktivite
indeks degerine sahip (%2.33) S33 izolat1 ve en diisiik amilaz aktivite indeks degerine sahip
(%1.15) S36 izolatinin Aspergillus flavus oldugu saptanmis olup, ayni tiiriin enzimatik aktivite

indeks degerleri arasindaki bu farkin, sus farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Seliilaz enzimi, seliiloz tizerine etkili bir hiicre dis1 enzimdir (Dashtban ve dig., 2010). Seliilaz
enzimi de amilaz enzimi gibi endiistriyel alanlarda kagit endiistrisinde, ekmek yapiminda,
alkollii icecek ve biyoyakit olan etanoliin iiretiminde kullanilir (Behera ve dig., 2017).
Calismamiz kapsaminda seliilaz enziminin iiretim atiksuyundan izole edilen 53 mikrofungus
izolatinin 43’0 tarafindan retilebildigi saptanmistir (Tablo 4.9). Bu izolatlardan 27°sinin
Aspergillus cinsine, 14’iiniin ise Penicillium cinsine ait mikrofunguslar tarafindan sentezlendigi
tespit edilmis olup, EI-Morsy (1999), Luo ve dig. (2005) tarafindan yapilan g¢alismalarin
sonuglari da bulgumuzu desteklemektedir. Bununla birlikte, en yiiksek seliilaz aktivite indeks
degerine sahip (%3.42) S2 izolatinin Cladosporium cucumerinum, en diisiik seliilaz aktivite
indeks degerine sahip (%1.30) S33 izolatinin ise Aspergillus flavus oldugu saptanmistir.
Cladosporium cucumerinum, &lii bitkilerin kok ve yapraklarinda saprofit olarak yasayan bir
mikrofungus olup metabolizmasi ve ekolojisi sebebiyle seliilaz enzim aktivitesinin yiiksek

olmasi beklenen bir sonugtur (Skare ve dig., 1975; Bensch ve dig., 2012).

Lipaz enzimi, triagilgliserolii gliserol ve yag asitlerine hidrolizini katalize eden bir enzimdir
(Gupta ve dig., 2004). Endiistride deterjan, yemek, ilag, deri ve kozmetik alanlarinda
kullanilmaktadir (Thomson ve dig., 1999; Ray, 2012). Lipaz enzimi iireten mikroorganizmalar
tarimsal atiklarda, bitkisel yag isletim fabrikalarda ve petrolle kontamine olmus topraklarda
bulunabilmektedir. Bulunduklari ¢evrelerde yag ve petrol konsantrasyonu arttik¢a lipaz enzimi
tiretimleri de artmaktadir (Bharathi ve dig., 2018). Calismamizda, lipaz enziminin iiretim
atiksuyundan izole edilen 53 mikrofungus izolatinin 23’{i tarafindan iiretilebildigi saptanmistir
(Tablo 4.10). Bu izolatlardan 21’inin Aspergillus, 1’inin Cladosporium, 1’inin Penicillium

cinsine ait mikrofunguslar tarafindan sentezlendigi tespit edilmistir. Aspergillus cinsine ait
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funguslarin lipaz enzimini tiretme kapasitesi yiiksek iken Penicillium cinsine ait funguslarin
lipaz enzimini iiretme kapasitesinin az oldugu bilinmektedir (Garcia-Lepe ve dig., 1997).
Calisma sonucumuz literatiirdeki bu bilgiyi desteklemektedir. Bununla birlikte, en yiiksek lipaz
aktivite indeks degerine sahip (%4.33) S2 izolatinin Cladosporium cucumerinum, iken en diisitkk
lipaz aktivite indeks degerine sahip (%1.45) S46 izolatinin ise Aspergillus versicolor oldugu
saptanmustir. Cladosporium cucumerinum’un lipaz enzimi tretimiyle ilgili bir ¢alisma
bulunmamasina ragmen, yliksek tuz igeren c¢evrelerde dahil olmak tizere farkli ortamlarda
yaygin olarak bulunabilen Cladosporium cinsine ait funguslarin iyi birer lipaz iireticisi

olduklar1 bilinmektedir (Chinaglia ve dig., 2014; Jaouani ve dig., 2014).

Jelatinaz enzimi, hayvansal kollajen tiirevi olan jelatini, elastin ve fibronektin gibi bilesikleri
hidrolize eden bir enzimdir (Secgkin ve Dostbil, 2018; Yuivar ve dig., 2019). Mikroorganizmalar
bu bilesikleri peptid ve aminoasitlere parcalayarak metabolizmasinda kullanir. Endiistride
jelatinaz enzimi kimya, gida ve alkollii igecek alanlarinda kullanilmaktadir (Gopinath ve dig.,
2005; Balan ve dig., 2012). Calismamizda, jelatinaz enziminin tiretim atiksuyundan izole edilen
mikrofunguslar tarafindan iiretilmedigi saptanmistir (Tablo 4.10). Buna karsilik literatiirde az
da olsa jelatinaz aktivitesi gosteren Aspergillus, Cunninghamella, Fusarium ve Penicillium

tiirlerinin bulundugu ¢aligmalar mevcuttur (Gopinath ve dig., 2005).

Caligsma kapsamindaki 7 petrol kuyusu biyogesitlilik bakimindan karsilastirildiginda, kuyular
arasinda farklar saptanmis olmakla beraber en fazla tiir ve cins ¢esitliligi E kuyusunda tespit
edilmistir. Saptanan bu farkliliklarin kuyulardaki (i) petrol hidrokarbon yapilarnin farkl
olmasma bagli olarak funguslarin bu yapilara adapte olma yeteneklerinin degiskenlik
gostermesinden  ve  hidrokarbon  bilesiklerini  besin  kaynagi  olarak  kullanip
kullanamamalarindan kaynaklanabilecegi (Borowik ve dig., 2017), (II) agir metallerin oraninin
degisiklik gostermis olmasindan kaynakli funguslar iizerine toksik etkinin meydana
gelebilmesinden veya bu metallere kars1 direng gostermelerinden kaynaklanabilecegi (Baldrian,
2003), (iil) farkli pH oranlarinda farkli fungal cins ve tiirlerin yasamlarin siirdiirebilmesinden
(Grzadziel ve Galazka, 2019), (IV) farkli tuzluluk oranlarinin, karasal ve sucul ortamlardaki
funguslar tarafindan toleransinin degiskenlik gosterebilmesinden (Jones, 2000; Ghizelini ve
dig., 2019), (V) derinliklere bagli olarak ortaya g¢ikan farkli sicakliklara karst mezofilik,

termofilik veya termotolerant funguslarin adaptasyonlarinin degiskenlik gdsterebilmesinden ve
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(VI) fungus/fungus ve/veya bakteri arasindaki sinerjistik veya antagonistik etkiler gibi farkli

ekolojik iliskilerden (Mille-Lindblom ve dig., 2006) kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Incelenen 7 petrol kuyusundan Aspergillus cinsine ait 31 adet, Penicillium cinsine ait 15 adet,
Chaetomium ve Cladosporium cinsine ait 1’er adet, spor olusturmayan funguslardan 2 adet ve
maya morfolojisinde 3 adet mikrofungus izole edilmistir. Aspergillus ve Penicillium cinsleri
toprak ve su ile iliskili ¢evreler haricinde petrolle kontamine olmus ¢evrelerden de ¢ogunlukla
izole edilen mikrofunguslardir (April ve dig., 1999; Asan, 2004; D'Annibale ve dig., 2006; Das
ve Chandran, 2011). Petrolle kontamine olmus toprak 6rneklerinden izole edilmis Aspergillus
ve Penicillium tirlerinin hiicre disi enzimleri ile petrolii pargalayabildigi bilinmektedir
(Vanishree ve dig., 2014a, 2014b; Zhang ve dig., 2016). Ayrica Penicillium cinsi
mikrofunguslar tuzlulugun fazla veya az oldugu ¢evrelerde de gelisebilmektedir (Vanishree ve
dig., 2014b). Cladosporium cinsi mikrofunguslar siklikla toprak ve hava iliskili ¢evrelerde
bulunmaktadir (Asan ve dig., 2003; Bensch ve dig., 2012). Petrolle kontamine olmus
topraklardan izole edilmis tiirleri de bulunmakta olup petroliin par¢alanmasinda rol aldiklar1
bilinmektedir (Vanishree ve dig., 2014a, 2014b) Chaetomium cinsi genellikle toprak ve
havadan izole edilen mikrofungus olsalar da petrolle kontamine olmus topraklardan izole

edilmis tiirleri de bulunmaktadir (Larone, 1995; Bello ve Abdullahi, 2016).

Caligmamizda izole edilen mikrofunguslarin makromorfolojik ve mikromorfolojik 6zellikleri
incelenmis ve 46 adedinin tiir diizeyinde tayinleri yapilmistir. Tayini yapilan
mikrofunguslardan 26’sinin  Aspergillus versicolor, 4’tniin Aspergillus flavus, 8’inin
Penicillium chrysogenum, 7’sinin Penicillium solitum, ve 1’inin Cladosporium cucumerinum’a
ait oldugu tespit edilmistir. {laveten cins diizeyinde tayini yapilmis 1°er adet Aspergillus sp. ve
Chaetomium sp. bulunmaktadir. Ayrica 2 adet spor olusturmayan mikrofungus ve 3 adet maya
izolat1 bulunmaktadir. Calisma sonucunda cins veya tiir tayini yapilan mikrofunguslarin
tamaminin Ascomycota filumuna mensup olduklar1 belirlenmistir. Nitekim petrolle iliskili
cevrelerde yapilan arastirmalar sonucunda da Ascomycota ve Basidiomycota filumlarina
mensup bir¢cok fungusun bu g¢evrelerde baskin mikroorganizmalar olduklar1 bilinmektedir
(Lemos ve dig., 2002; Bello ve Abdullahi, 2016; Chukwura ve dig., 2016; Siles ve Margesin,
2018).

Calismamiz sonucunda petrol kuyularina ait tiretim atik sularinda en fazla bulunan mikrofungus

Aspergillus versicolor’dir. Aspergillus versicolor aerobik bir mikrofungus olup, 9 °C ile 37 °C
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sicaklik arasinda iireyebilme 6zelligi ile mezofilik; diisiik su aktivitesine sahip ortamlarda
tireyebilme 06zelligi ile kserofilik ve tuza dayanikliligi ile halotolerant bir mikrofungustur
(Gunde-Cimerman ve dig., 2005; Pitt ve Hocking, 2009). Calisma sonucumuza benzer olarak
Al-Jawhari (2014) Irak’ta, Lemos ve dig. (2002) Brezilya’da petrolle kontamine olmus

topraklardan Aspergillus versicolor’ izole etmistir.

Penicillium chrysogenum, aerobik bir mikrofungus tiirii olup, 4 °C ile 37 °C arasindaki
sicakliklarda ireyebilme oOzelligi ile mezofilik; diisiik su aktivitesinde gelisebilmesi ile
kserofilik ve tuza dayaniklilig1 ile halotolerant bir mikrofungustur (Gunde-Cimerman ve dig.,
2005; Pitt ve Hocking, 2009). Calisma sonucumuza benzer olarak Balaji ve dig. (2014),
Hindistan’da hidrokarbonlarla kontamine olmus toprak 6rneklerinden ve Farid (2012), Irak’ta

petrolle kontamine olmus toprak 6rneklerinden Penicillium chrysogenum’u izole etmislerdir.

Penicillium solitum, aerobik mezofilik bir mikrofungus tiirii olup, tuza dayaniklilig: ile
halotolerant bir Penicillium tiiriidiir (Gunde-Cimerman ve dig., 2005; Gongalves ve dig., 2013).
Penicillium solitum ile ilgili yapilan literatiir arastirmalarinda petrolle iligski ¢evrelerden izole
edildigine dair ¢alismaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle ¢alismamiz Penicillium solitum’un

petrol iiretim atiksu 6rneklerinden izole edildigi ilk aragtirma olma 6zelligi tasimaktadir.

Aspergillus flavus, aerobik ve 10 °C ile 55 °C arasinda iireyebilme 6zelligi ile termotolerant;
diisiik su aktivitesinde geligsebilmesi ile kserofilik ve tuza dayaniniklilig: ile halotolerant bir
mikrofungustur (Jackson ve Dobson, 2016). Calisma sonucumuza benzer olarak Balaji ve dig.
(2014) Hindistan’da hidrokarbonlarla kontamine olmus toprak Orneklerinden, Bello ve
Abdullahi (2016), Nijerya’da bulunan petrol {iretim atiksularindan Aspergillus flavus’u izole

etmislerdir.

Mayalar, filamentéz funguslara kiyasla bulunduklari gevrede sicaklik, pH ve besin
oranlarindaki degisimlere daha duyarlidir (Vanishree ve dig., 2014b). Ancak bu durum onlar1
petrolle kontamine olmus ¢evrelerde bulunmasina ve petrol hidrokarbonlarini biyolojik olarak
parcalama yeteneklerine engel olmaz. Caligma sonucumuza benzer olarak Bokhary ve Pervez
(1993), petrolle kontamine olmus toprak 6rneklerinden; Chukwura ve dig. (2016), Nijerya’daki

petrolle kontamine olmus toprak drneklerinden maya izolasyonu yapmaislardir.

Spor olusturmayan mikrofunguslar, cins veya tiir tayinleri i¢in ayirt ettirici 6zellikte hif veya

spor olusturmayan funguslardir. Bu durum onlarin, klasik kiiltiir yontemleri kullanilarak
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tayinlerinin yapilabilmesini zorlastirmaktadir. Ancak Pounder ve dig. (2006) saf fungus
kiltiirleri ile gergeklestirdikleri ITS-PCR sonucunda yapilan sekans analizlerinde bazi spor
olusturmayan mikrofunguslarin Ascomycota ve Basidiomycota’ya mensup olduklarini
bildirmislerdir. Tez ¢alismamiz sonucunda spor olusturmayan mikrofunguslarin cins veya tiir
diizeyinde tayinlerinin yapilabilmesi icin, kiltirel yontemlere ek olarak molekiiler
yontemlerinde kullanilmasi Onerilmektedir. Yapilan literatiir arastirmalart sonucunda spor
olusturmayan funguslarin, petrolle iliskili ¢evrelerden kiiltiir yontemi ile izole edildiklerine dair
bir ¢alisma bulunmamistir. Caligmamiz {iretim atiksuyu Orneklerinden spor olusturmayan

mikrofunguslarin izole edildigi ilk ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Cladosporium cucumerinum, aerobik ve mezofilik 6zelliklere sahip bir mikrofungustur (Wang
ve dig., 2008). Calismamizda izole edilen Cladosporium cucumerinum ile ilgili yapilan literatiir
arastirmalarinda petrolle iligki ¢evrelerden izole edildigine dair bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Calismamiz  petrol kuyularina ait iretim atiksuyu Orneklerinden Cladosporium

cucumerinum’un izole edildigi ilk ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Chaetomium sp., aerobik, mezofilik 6zellikte bir mikrofungus olup tuzluluk orani yiiksek
toprak ve sulardan izole edilmis tiirleri bulunmaktadir (Zucconi ve dig., 1996; Andersen ve dig.,
2011). Calismamiz sonucuna benzer olarak Bello ve Abdullahi (2016) Nijerya’da petrolle

kontamine olmus su 6rneklerinden Chaetomium sp. izole etmistir.

Funguslarin ekstrem kosullara sahip yasam alanlarinda bulunmalari, biyogesitliligi ve
metabolizmalar ile ilgili yapilan ¢alismalar giinden giine artmaktadir. Petrol rezervuarlari
inorganik madde yiikiinlin fazla olmasi, yiiksek sicaklik ve yiiksek tuzluluk oranimna sahip
olmast itibariyle canlilik igin en zorlu ¢evrelerden biri sayilabilir. Ancak funguslar, gerek
enzimatik aktiviteleri ile polimerleri parcalayarak enerji elde edebilmeleri gerekse zorlu
kosullara dayanikli sklerotia, eseyli tireme yapilariyla bu sartlarin tistesinden gelebilmektedir.
Ayrica yeryiiziinde ekolojik dengenin saglanabilmesi, endiistriyel alanlarin ¢evreye olan zararl
etkilerinin 6nlenmesi ve giderilmesinde 6nemli bir etkiye sahiptirler. Temel mikrobiyolojik
caligmalar, hangi fungusun hangi ¢cevre kosullarinda bulunabileceginin bilgisini vermenin yani
sira ekolojik dengenin saglanabilmesi igin hangi funguslarin arag¢ olarak kullanabilecegi
konusunda uygulamali mikrobiyoloji ¢alismalarina da 6nemli katki saglamaktadir. Bu konuda
Tiirkiye’de ilk olma oOzelligi tasiyan g¢alismamiz, yurt i¢i ve yurt disinda yapilabilecek

calismalarda aragtirmacilara bilgi saglamasi agisindan 6nem arz etmektedir.
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Bu ¢alismadan elde edilen bulgular neticesinde varilan sonuglar ve 6nerilerimiz asagida kisaca

ozetlenmistir:

e Uretim atiksu drneklerinden yiizeye yayma ekim ydntemi kullanilarak mikrofungus
izolasyonun gerceklesebilecegi ve fungal biyocesitliligin ortaya konulabilecegi
saptanmis olmakla Dberaber, yiiksek miktarda 6rnek alimmin gergeklesebilecegi
calismalar i¢in membran filtrasyon yonteminin kullanilmasi 6nerilmektedir.

e Fungal biyogesitliligin en ¢ok tespit edildigi besiyerleri olan DG18, PDA ve CDA’nin
petrolle iliskili ¢evrelerdeki mikrofungus varligini ve ¢esitliligini ortaya koyabilmek
icin izolasyon deneylerinde birlikte kullanilmasi, 25 °C sicakligin uygun olmasinin
yaninda kuyu derinligine bagli olarak ek sicaklik se¢imlerinin yapilmasi ve bekleme
stiresinin 30 giin olmas1 6nerilmektedir.

e Mikrofungus izolasyonu yapilan Adiyaman iline ait petrol kuyular1 arasinda fungus
sayilart ve fungus biyogesitliligi agisindan farklar saptanmistir. Bu farklarin
sebeplerinin belirlenmesi amaciyla yapilacak ¢alismalarda; atiksu 6rneklerinde, petrol
hidrokarbonlarinin kimyasal g¢esitliligi, tuzluluk, pH ve bakteri populasyonu gibi
parametrelerin de arastirilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir.

e (Calismamizda en yiliksek amilaz aktivite indeks degeri gosteren mikrofungusun
Aspergillus flavus, en yiiksek seliilaz ve lipaz aktivite indeks degerleri gosteren
mikrofungusun Cladosporium cucumerinum oldugu tespit edilmistir.

e Petrol ile ilgili ¢evrelerden izole edilen mikrofunguslarin petrol hidrokarbonlarini
pargalayabilme yeteneklerinin analiz edilebilmesi amaciyla lakkaz ve mangan
peroksidaz gibi hiicre dis1 enzimleri de iiretebilme yeteneklerinin ve enzim aktivite
indeks degerlerinin arastirilmasini oneriyoruz.

o Aspergillus versicolor, Penicillium solitum ve Penicillium chrysogenum Adiyaman iline
ait petrol kuyularinda en sik bulunan mikrofunguslardir. Cins veya tiir tayini yapilan 48
adet mikrofungusun Ascomycota filumuna mensup oldugu belirlenmistir.

e Calismamiz, Cladosporium cucumerinum ve Penicillium solitum’un petrol iiretim
atiksu orneklerinden izole edildigi ilk arastirma olma 6zelligi tasimaktadir. Bu sonuca
bagli olarak sonraki ¢aligmalarimizda her iki mikrofungusun petrol hidrokarbonlarini

parcalayabilme 6zelliginin arastirilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
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Calismamizda izole edilen spor olusturmayan mikrofunguslarin cins veya tiir
tayinlerinin yapilabilmesi i¢in klasik kiiltiir yontemleri ile birlikte farkli gen bolgelerini
hedef alan molekiiler yontemlerin de kullanilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmuistir.

Calismamizda petrol rezervuarlarindan mayalar da izole edilmis olup, petrol
biyoremediasyonun da potansiyeli yiiksek olan mayalarin cins ve/veya tiir tayinlerinin
yapilabilmesi i¢in morfolojik &zelliklerinin incelenmesinin yani sira asimilasyon-
fermentasyon 6zelliklerinin 6n planda oldugu biyokimyasal yontemlerin ve DNA bazli

molekiiler yontemlerin kullanilmasina da ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmaistir.
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