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Bu calismada, Hacettepe Universitesi Cevre Biyoteknolojisi Laboratuvart Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan ve petrol sahasindan izole edildigi bilinen Bacillus cereus
ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus tequilensis NR104919, Bacillus
axarquiensis NR115929, Klebsiella oxytoca ATCC 13182, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Proteus mirabilis ATCC 29906 ve Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
suslar1 ile petrol biyoyikimimin arastirtlmasi amaglandi. Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 i¢in %85, Bacillus axarquiensis NR115929 icin %81, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 i¢in %80 ve Bacillus tequilensis NR104919 i¢in %65 petrol
yikimi belirlendi. S6z konusu suslar ¢alismanin devaminda kullanilmak {izere secildi.
Petrol biyoyikiminin arttirilmasi amaciyla bu potent suslar ikili ve ii¢lii gruplar halinde

bir araya getirilerek on farkli konsorsiyum grubu olusturuldu. S6z konusu



konsorsiyumlardan bes farkli konsorsiyumun %75’in iizerinde petrol biyoyikim1 yaptigi
saptandi. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929,
Pannonibacter phragmitetus NR _028009.1 suslarinin bir araya geldigi konsorsiyumun
en yiiksek petrol biyoyikimi (%88) belirlendi. Potent konsorsiyum ile petrol
biyoyikiminda optimal fizyolojik kosullarin belirlenmesi amaciyla, farkli pH,
inkiibasyon kosullari, sicaklik ve inkiibasyon siiresi parametreleri arastirild1 ve pH 7.0,
150 rpm calkalama hizi, 25°C sicaklik ve 7 gilin inkiibasyon optimize kosullarda
maksimum petrol biyoyikimi elde edildi. Ayrica, 4,0-8,0 pH araliginda ve 25-35°C
sicaklik araliginda %78 in iizerinde petrol biyoyikimi yapildig1 gézlendi.

Calismamizin devaminda, Buna ek olarak, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus
axarquiensis NR115929, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 konsorsiyumu
belirlenen optimal kosullarda inkiibasyona birakilmasi ardindan elde edilen kiiltiir
slipernatani ile daha kisa siirede ve yiiksek petrol biyoyikim1 amaglandi. Bu amagla, farkl
slipernatan konsantrasyonlarinda ve inkiibasyon siirelerinde petrol biyoyikimlari
arastirlldi.  Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, kiiltiir  siipernatani
konsantrasyonunun artmas ile petrol biyoyikiminda énemli artis1 olmadig gézlendi. Bu
baglamda, %20 siipernatan konsantrasyonunda dahi etkili petrol biyoyikimi gozlendi.
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter
phragmitetus NR _028009.1 konsorsiyumunun petrol biyoyikimi ile farkli
konsantrasyondaki kiiltiir siipernatani petrol biyoyikimlari karsilastirildi. Bu baglamda,
s0z konusu konsorsiyum ile 7 giin sonunda elde edilen petrol biyoyikiminin, %30
slipernatan konsantrasyonu ile 60 saat sonunda elde edilen petrol biyoyikimina benzer
oldugu belirlendi.

Caligmanin son asamasinda, maksimum petrol biyoyikimi goriilen Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 konsorsiyumu ve kiiltiir slipernatanlarina ait petrol
biyoyikimlar1 GC analizi ile belirlendi. Elde edilen sonuglar incelendiginde, potent
konsorsiyum ile 7 giin sonunda %87, %50 siipernatan konsantrasyonu ile 84 saat sonunda
%84 ve %30 siipernatan konsantrasyonu ile 60 saat sonunda %75 petrol biyoyikimi

gbzlendi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PETROLEUM BIODEGRADATION BY
MIXED MICROBIAL CULTURE

Cansu KOTEN

Master of Science, Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Isil SEYIS BILKAY

This study aimed petroleum biodegradation with Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Bacillus tequilensis NR104919, Bacillus axarquiensis NR115929,
Klebsiella oxytoca ATCC 13182, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Proteus mirabilis
ATCC 29906 and Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 strains from Hacettepe
University Environmental Biotechnology Laboratory Culture Collection, which were
isolated from an oil field. Petroleum biodegradation rates were determined to be 85% for
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, 81% for Bacillus axarquiensis NR115929, 80%
for Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 and 65% for Bacillus tequilensis NR104919. The
mentioned strains were selected for the continuation of the study. In order to increase
petroleum biodegradation, these strains were brought together in double and triple groups to

form ten different consortium groups. It was determined that five of these consortia had
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petroleum biodegradation rate above 75%. The consortium of Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 had
the highest petroleum biodegradation rate (88%). In order to determine the optimal
physiological conditions for petroleum biodegradation for the potential consortium, effect
of different pH, incubation conditions, temperature and incubation time were investigated
and it was determined that maximum petroleum biodegradation was obtained with pH 7.0,
150 rpm shaking speed, 25°C temperature and 7 days of incubation. Furthermore, above
78% petroleum biodegradation rate was observed in the pH range of 4.0-8.0 and the

temperature range of 25-35°C.

In the continuation of the study, higher petroleum biodegradation rate in a shorter time was
aimed with the culture supernatant obtained using determined optimal conditions from
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 consortium. For this purpose, petroleum biodegradation was
investigated at different supernatant concentrations and incubation times. It was observed
that there was no significant increase in petroleum biodegradation with an increase in the
concentration of culture supernatant. In this regard, effective petroleum biodegradation was
observed even at 20% supernatant concentration. Petroleum biodegradation rates of
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 consortium and culture supernatant in different concentrations
were compared. In this respect, it was determined that the petroleum biodegradation obtained
with this consortium after 7 days was comparable to the petroleum biodegradation obtained

with 30% supernatant concentration after 60 hours.

In the last stage of the study, the maximum petroleum biodegradation of Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 consortium and culture supernatants were determined by GC analysis. When
the results obtained were evaluated, 87% petroleum biodegradation after 7 days with the
potential consortium, 84% after 84 hours with 50% supernatant concentration and 75% after

60 hours with 30% supernatant concentration was observed.



Keywords: Bioremediation, petroleum biodegradation, microbial consortium, Klebsiella

pneumoniae, Bacillus axarquiensis, Pannonibacter phragmitetus
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1. GIRIS

Son yillarda hizla artan niifusa paralel olarak petroliin kullanim alanlar1 ve petrol
endiistrisi genislemistir. Petrol, rafinerilerde ve petrokimya endiistrilerinde akaryakat,
sentetik polimerler ve petrokimyasallar gibi gesitli {iriinler icin hammadde ve enerji
kaynagi olarak kullanilmaktadir [1]. Petrol dokiintiileri, fosil yakitlarin tamamen
yanmadan atilmasi, petrol tasinmasi sirasinda meydana gelen kazalar, petrol arama ve
cikarma faaliyetleri gibi sebeplerle ¢evreye petrol hidrokarbonlar1 yayilmaktadir. Bu
sekilde cesitli ortamlara taginmasi ve birikmesi sonucu ekolojik dengeyi bozmaktadir.
Cevre Koruma Ajanst (EPA), cevreye yayilan zehirli kimyasal kaynaklar1 arasindan,
petrol endiistrisinin ilk 10’da oldugunu bildirmistir. Ayrica petrol icerigindeki polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin (PAH) 16 tanesi Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma

Ajanst (USEPA) tarafindan oncelikli kirleticiler olarak belirlenmistir [2].

Petrol hidrokarbonlarinin ¢evreden uzaklastirilmast olduk¢a onemli olup fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olarak farkli yontemler kullanilmaktadir. Biyolojik yontemler,
kimyasal maddelerden, enerjiden ve maliyet acisindan tasarruf sagladigi icin diger
yontemlere gore daha fazla tercih edilmektedir. Biyoventilasyon, biyoagmentasyon,
biyostiliimasyon ve biyoremediasyon gibi biyolojik yontemler bulunmaktadir [3,4].
Petrol gibi organik Kkirleticilerin, mikroorganizmalar yardimiyla zararsiz veya daha az
zararli bilesiklere doniistiirmesi biyoremediasyon olarak adlandiriimaktadir. Bu
baglamda, biyoremediasyonda petrol kirliligin giderimi i¢in ¢esitli mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Acinetobacter sp., Alcanivorax sp., Micrococcus sp.,
Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., Aspergillus sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp.,
Halomonas sp., Klebsiella sp., Sphingomonas sp. ve Moraxella sp. en sik kullanilan
mikroorganizmalardir [5]. Toprak, tatli su, deniz ekosistemi gibi farkli ortamlarda
gergeklesen petrol kirliligi i¢in de§isen ¢evre kosullarina uygun mikroorganizmalarin

secilmesi petrol biyoyikim verimi agisindan oldukca 6dnemlidir.

Biyoremediasyon c¢alismalarinda petrol biyoyikimin1  gergeklestirecek  uygun
mikroorganizmalar bir arada kullanilabilmektedir. Birbirleriyle sinerjistik etkisi olan
mikroorganizmalar ile olusturulan konsorsiyumlarin petrol biyoyikimini arttirdigi
bilinmektedir [6]. Petrol sahasindan izole edilmis suslarin bu ortama adapte olmasi ve
petrolii karbon kaynagi olarak kullanabilmesi nedeni ile verimli petrol biyoyikimi

gergeklestirmektedirler. Bu baglamda, ¢alismamizda petrol sahasindan izole edilen

1



mikroorganizmalar kullanilarak  verimli petrol biyoyikimi1 eldesi amaclandu.
Calismamizda, tek mikroorganizma ve ikili, ligli mikroorganizma konsorsiyumlari
arastirthp  karsilastirllarak  petrol  biyoyikimda  kullanima  onerilecek — 6zgilin
mikroorganizma karisimlarinin saptanmasi hedeflendi. Bu dogrultuda calismamizda
oncelikle mikroorganizmalar arasindan en yiiksek petrol biyoyikimi yapabilen suslarin
saptanmasit ve bu mikroorganizmalar ile farkli konsorsiyumlar olusturularak biyoyikim
verimlerinin arttirilmasi planlandi. Calismamizin diger bir amaci, farkli petrol biyoyikim
ortamlarinda korsorsiyumun kullanilabilme potansiyellerinin arastirilmasiydi. Bu
baglamda, en yiiksek verimle petrol biyoyikimi yapan konsorsiyumun saptanmasi
ardindan farkli fizyolojik kosullarda konsorsiyumun petrol biyoyikimina etkisi
arastirilmasi ile farkli petrol biyoyikim ortamlarinda bu korsorsiyumun kullanilabilme
potansiyelleri belirlenerek degerlendirildi. Yerinde biyoremediasyon caligsmalarinda
kullanilan mikroorganizmalarin ¢ogunun aerobik olmasindan dolayi petrol ile kirlenen
ortamin  havalandirilmast  veya oksijen enjeksiyonu islemleri uygulanarak
mikroorganizma i¢in uygun kosullarin saglanmasi maliyeti arttirmaktadir. Bu baglamda,
calisgmamizda olusturdugumuz konsorsiyum ile bu maliyeti azaltmak amaciyla ortamin
havalandirilmas1 veya oksijen enjeksiyonu kullanilmadan statik kosullarda petrol

biyoyikimi ile ¢alkalamali inkiibasyon kosuluyla karsilastirilarak arastirild.

Calismamizin  bir diger amaci petrol Kkirliliginin daha kisa siirede ve etkili
uzaklastirilmasini saglamak i¢in kiiltiir slipernatani ile petrol yikiminin aragtirilmasiydi.
Bu baglamda, olusturdugumuz konsorsiyumun kiiltiir siipernatani ile mikrobiyal ekim ve
iiretim yapilmadan petrol biyoyikimi aragtirildi. Petrol kirliligi olan ortamda, oncelikle
kolay parcalanabilen bilesiklerin tiikenmesi sonucu kalan bilesiklerin toksisitesi artarak,
mikroorganizmalarin aktivitesini diisirmekte ve c¢evreye zarar vermeye devam
etmektedir. Bu sebeple, petrol biyoyikimmin kisa siirede verimli bir sekilde
gergeklestirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu dogrultuda, elde edilen kiiltiir siipernatanlarinin
farkli konsantrasyonlar1 ve farkli inkiibasyon siirelerinde yapilan petrol biyoyikim
caligmalar1 ile petrol biyoyikimmin iyilestirilmesi hedeflendi. ileride yapilacak
caligmalarda, silipernatan igerisindeki enzimlerin arastirilmast ve saflastirilmast
sonucunda petrol kirliliginin ¢evreye ve canlilara olan etkisinin kisa siirede Oniine
gecilerek  biyoremediasyon ¢alismalarmma katki  saglanacaktir.  Calismamizda

arastirdigimiz ve verimli bulunan diger konsorsiyumlarda petrol biyoyikim ¢aligmalarina



yeni alternatifler olusturacaktir. Ozellikle bu konsorsiyumlarm siipernatanlari da farkl

aragtirma alanlar1 olusturabilecektir.



2. GENEL BILGI

2.1. Petrol Uriinleri ve Kullamim Alanlar

Petrol, gesitli yakitlar, ev ve sanayi triinleri, ilaglar ve plastikler gibi ¢ogu alanda
bulunmaktadir. Petrol iirtinleri, petrol rafinerisinden elde edilen {iriinler veya tiiretilmis
iirtinler olmak tizere farkli alanda 6zellesmis tesislerde tiretilen tiriinlerden olusur. Petrol
iirlinlerinin 6zellikleri, ham petrol kaynagi, kaynama araligi, proses ge¢misi ve diger
faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir [7]. Petroliin yakit olarak kullanilmasi
temel kullanim alanlarindandir. Bu sekilde, 1sinma, aydinlatma ve hareket i¢in bir enerji
kaynagi olarak kullanilir. Motorlu tasitlarin ortaya ¢ikmasiyla petroliin yakit olarak

kullanimi artmastir [8].

Petrol, organik bilesiklerin sentezinde kullanilmaktadir. 1965 yilina kadar diinyadaki
organik bilesiklerin %80’1 petrolden sentezlenmistir. Bu oran 2000’lerde %99’a
yiikselmistir. Ticari agidan 6nemli petrol iiriinleri benzin ve gazyagidir [8]. Petrolden elde
edilen diger tiriinler; vazelin, bulasik deterjani, deodorant, miirekkep, boya kalemi, plak,

lastik ve amonyaktir [9].
2.2. Petrol Kirliligi ve Etkileri

Petrol endiistrisi, petroliin arastirilmasi, ¢ikarilmasi, liretilmesi, rafineri operasyonlari ve
dagitimi olarak boliimlere ayrilmaktadir [10] (Sekil 2.1). Petrol iiretimi ve rafinaji
sirasinda ¢evre i¢in tehdit olusturan tonlarca petrol iceren atik ortama yayilmaktadir [11].
Petrol, taginmasi sirasinda gergeklesen kazalarla veya boru hattindaki sizintilardan
kaynaklanarak toprak ve suya karigmaktadir. Petrol kontamine ettigi topraklarda, bitki
biiytimesini ve gelisimini etkilemekte ve toprak ozelliklerini de etkileyerek toprak
florasinin bozulmasina neden olmaktadir [12]. Buna ilave olarak, karasal ortama bulasan
petrol hidrokarbonlarinin, yeralt1 sularina kadar yayildigi bilinmektedir [13]. Su ortamina
bulasan petrol ise ylizeyde ylizme egilimindedir ve su {izerinde ince bir tabak olusturur.

Dalga, riizgar, suyun akis1 gibi ¢cevresel faktorler ile denizdeki petrol kirliligi kiyiya kadar



ilerleyebilmektedir. Bu sekilde, daha fazla ortama yayilan petrol kirliliginin ¢evreye ve

canlilara verdigi zarar artmaktadir [14].

pe syrol \-/“'“m T
g l ; Petrol Depolama Tanklan

. L Pompalama Istasyomu

T°plama Tletim Hath
Petrol Rafinerisi
Servis Istasyonu
‘” .Pazzrlama Hrznevom,
Tanker Kamyonlan Terminali

Sekil 2. 1. Ham Petrol Endiistrisi Asamalari [15]

Her y1l 1.5-10 milyon ton petrol hidrokarbonu denizlere dokiilerek, deniz ekosistemi i¢in
tehlike olusturmaktadir [16] (Sekil 2.2). Suyun yiizey gerilimi ve dokiilen petroliin
viskozitesine bagli olarak deniz suyu {iizerinde petrol yayilmasi gerceklesmektedir.
Yapilan aragtirmalarda, uzun siireli petrol kirliligi sonucunda kirlilige maruz kalan
baliklarin daha yavas hareket ettigi, denge ve stabilite kayb1 yasadiklar1 belirtilmistir
[17]. Ayrica petrol kirliligi balik ve amfipod popiilasyonlarinda dliimlere de neden
olmaktadir [18]. Insanlarda, bu petrol kirliligine maruz kalan deniz canlilarmin

tiikketilmesi ¢esitli tiimorlere sebep olmaktadir.



Sekil 2. 2. Denizde Petrol Kirliligi [19]

Petrol, bilesimine, konsantrasyona ve hidrokarbonlarina maruz kalma siiresine bagh
olarak canlilar iizerinde farkli etkileri bulunmaktadir. flave olarak petroliin, cilt ile temasi,
yutulmas: veya solunmasi durumlarma gore canlilara etkileri degismektedir. Petrol
icerigi degerlendirildiginde, icerisinde bulunan Benzen, Toliien, Etilbenzen ve Ksilen’e
(BTEX) diisiik konsantrasyonlarda uzun siireli maruz kalmak canlilarda cesitli etkiler
gostermektedir. Bu s6z konusu kimyasallar arasinda en toksik olan1 Benzen olarak kabul
edilmektedir. Benzen, kan hiicresi {iretimini engelleyerek nekroz, 6dem, kanama, kemik
iligi hasari, 16semi ve karaciger kanserine sebep olmaktadir [20]. Buna ilave olarak,
yliksek benzen konsantrasyonlarina maruz kalan kadinlar ile yapilan bir ¢aligmada regl
anomalileri, yumurtalik boyutunda anomaliler ve dogurganlikta diisiis gorildigi
belirtilmistir [21]. Toliien ise, insan igin orta derece toksisite gostermektedir. Toliienin
yutulmast halinde gastrointestinal sistem tarafindan emilmekte ve metabolize edilerek
idrar ile atilmaktadir. Ancak toliienin solunmasi merkezi sinir sistemi i¢in tehlikelidir.
Bunlara ilave olarak Toliien canlilarda titreme, konviilsiyonlar, depresyon gibi belirtiler
gosterir. Toliien canlilarda elektrolit anomalilerine, metabolik asidoza, aritmilere, kas
glicsilizliigline, karaciger enzim aktivite bozukluguna, bobrek sorunlarina da neden
olabilmektedir [22]. Benzen ve Toliien’e gore toksisitesi diisiik olan Etilbenzen ve
Ksilen’in neredeyse ¢ogu metabolize edilerek idrar ile atilabilmektedir. Ancak bu

kimyasallarin temasi halinde cilt ve mukozada tahrisler olusturmaktadirlar [23].

Petroliin kisa ve uzun siireli maruz kalinmasi sonucunda olusacak etkileri Sekil 2.3’te
gosterilmektedir. Petrol kirliliginin bunlar gibi bir¢ok hastaliklara ve c¢evresel

problemlere neden olmasiyla kirliligin engellenmesi ve temizlenmesi olduk¢a dnemlidir.

6



Bu sebeple, petrol iyilestirilmesi katki saglayacak yeni yontemlere yonelik arayislar

artmaktadir.

Oksiiriik
Akciger Sorunlari

-

Kisa Siire Maruz Kalma

Sonucu Etkileri Bas Donmesi

Bas Agrisi
Cilt Tahrisleri

Petrol Hidrokarbonlari Cilt Kanseri

Akciger Kanseri

Losemi
Uzun Siire Maruz Depresyon
Kalma Sonucu Etkileri Hematoksisite
4 Kardiyotoksisite

Norotoksisite
\ Hepatoksisite

Sekil 2. 3. Petrol Hidrokarbonlarina Kisa ve Uzun Siireli Maruz Kalmanin Sagliga

Etkileri [24]
2.3. Petrol Kirliliginin Gideriminde Kullamlan Yontemler

Petrol hidrokarbonlarinin ¢evre ve insan sagligi lizerinde biiyiik bir etkisi olmasiyla, bu
kirleticilerin uygun ve siirdiiriilebilir 1yilestirme teknikleriyle temizlenmesi ve
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Kirleticinin bilesimi ve tiirii, cevre kosullari, zaman ve
maliyet unsurlarina dikkat edilerek petrol hidrokarbonlarinin ortamdan uzaklastirilmasi
icin uygun yontem segilmelidir [14]. Bu baglamda, ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik

yontemler uygulanmaktadir.
2.3.1. Fiziksel Yontemler

Petrol hidrokarbonlarimin toprak ve su gibi ortamlardan ayristirmak ve uzaklastirmak i¢in
kullanilan yontemlerdir. Cogunlukla, kirliligin bulundugu c¢evrede yerinde iyilestirme
yapilir. Kimyasal kullanilmamasi, ¢evreye zararinin minimum olmasi gibi avantajlari

bulunurken, yiiksek maliyetli olmas1 agisindan dezavantajli yontemlerdir [25].

Petrol Bariyerleri: Petroliin bulastigi ortamlarda yayilmay:1 engellemek, petrol
birikintilerini toplamak ve risk altindaki alanlara ge¢isini engellemek amaciyla kullanilan
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bariyerlerdir. Durgun sularda, kaldirma kuvvetinden yararlanarak kullanilmaktadir.
Kendinden sisirilebilir bariyerler, kiy1 koruma bariyerleri ve yangin bariyerleri olarak
cesitleri bulunmaktadir [3]. Yangimn bariyerleri, petrol kirliliginde kullanilan fiziksel
yontemlerden yakma islemiyle birlikte kullanilarak etrafa yanginin yayilmasin
engellemektedir. Bariyer malzemelerinden polivinil kloriir (PVC), poliiiretan/polivinil
(PU) ve kauguk kaplama (Neopren) en yaygin kullanilanlaridir. Kirliligin kaynagindan
yayilmasinin 6nlenmesi, kontrol altina alinmasi, ¢evredeki alanlarin korunmasi, akintiya
bagl yayilma yoniiniin degismesiyle kolay toplanabilecek alanlara yonlendirilmesi

amaglariyla kullanilir [3] (Sekil 2.4).

Sekil 2. 4. Petrol Kirliliginin Bariyerler ile Kontrol Altina Alinmasi [19]

Petrol Siymricilar: Petrol siyiricilar, yaglarin ve petroliin 6zelliklerinin bozulmadan su
yilizeyinden toplanmasini saglar. Bu siyiricilar 6zellikle durgun sularda etkilidir. Bu
amagcla kullanilan ekipmanlara siyiric1 (skimmer) denmektedir. Siyiricilar petrolii geri
kazanma amagli bir yontem olmasiyla avantajlidir [3]. Petrol geri kazanimini ve
cevredeki petroliin temizlenmesini arttirmak amaciyla farkli skimmer yiizeyleri
gelistirilerek bu yontem verimli hale getirilmektedir (Sekil 2.5). Ancak bu yontem

maliyetinin fazla olmasi ile dezavantajlidir [26].



Skimmer Yiizeyi

Sekil 2. 5. Fiziksel Yontemlerde Kullanilan Farkli Skimmer Yiizeyleri [26]

Yakma: Bu yontem genellikle agik deniz ve okyanuslar gibi su yiizeylerinde ve karada
kullanilir. Tutusturucular ile gergeklestirilen yakma isleminde, kati yakicilar, jel seklinde
kerosen kiipleri ve reaktif kimyasallar kullanilmaktadir [3] (Sekil 2.6). Yakma isleminin
etkili olmasi igin petroliin dokiilmesinden kisa bir siire sonra yapilmasi gerekmektedir.
Petrol igerisindeki asil yanici olan ucucu bilesikler zaman gegtikge azalacak ve yakma
islemi etkili olmayacaktir. Bu islem, sicakligin diisiik olmasiyla ugucu bilesikler
buharlagsmadigindan Kuzey Kutbu bolgelerinde kullanilmasi avantajli olmaktadir.
Ayrica, bu islemin yapilabilmesi i¢in yerlesim yerlerinden, yanict nesnelerden, kiyilardan
ve canli organizmalarin bulundugu habitattan uzak olunmasi gerekmektedir [27].
Yanginin ¢evreye yayllmamasi i¢in yangina dayanikli bariyerler ile 6nlem alinmalidir.
Diisiik maliyetli ve kisa siirede gerceklesmesi avantajli olsa da yakma isleminin

sonucunda olusan zehirli yanma tiriinleri ¢evre i¢in tehdit olusturmaktadir [3].

Sekil 2. 6. Petrol Kirliliginde Yapilan Yakma Islemi [19]



Fiziksel yontemler petrol kirliliginin tamaminin giderilmesinde yeterli bir yontem
degildir. Mekanik sistemler olmasindan kaynakli petrol sizintilar1 olmaktadir. Bu gibi

durumlarda ortamda kalan petrol i¢in ek yontemler kullanilmasi1 gerekmektedir.
2.3.2. Kimyasal Yontemler

Kimyasal yontemler, mikroorganizmalarin yardimi olmadan molekiiler oksidasyon,
rediiksiyon ve hidroliz yoluyla petroliin pargalanmasini saglar [28, 29]. Bu amagla,
kimyasal yontemlerde toliien, n-heptan gibi organik ¢oziiciiler, kalsiyum hidroksit gibi
alkali soliisyonlar ve ¢ogunlukla seyrelticiler (dispersantlar) kullanilmaktadir.
Dispersantlar, petroliin yiizey gerilimini diisiirmesiyle su icerisinde parcalara ayrilmasini
saglar. Bu sekilde parcalara ayrilan petroliin, fotolitik veya organizmalar tarafindan

pargalanmasina yardimci olur [3].

Kimyasal yontemlerden mineral adsorbanlar, karada bulunan petrol kirliligi icin
kullanilmaktadir. Bu s6z konusu mineral adsorbanlar, toz veya graniil formda bulunup
ortamdaki petrolii icine emmesi ile kirliligi temizlemektedir. Ancak bu yontemde, toz
olusumu riskine kars1 agik alanlarda uygulanirken solunum i¢in koruyucu ekipmanlar
kullanilmalidir. Bu mineral adsorbanlar, petrol dokiintiisiiniin bulundugu alanin {izerine
dokiliir ve tiim alana yayilmasi saglanir. Adsorbanlarin petrolii emmesinin ardindan
ortamdan toplanarak geri doniisiim icin transferi gerceklestirilir. Yukarida belirttigimiz
gibi karada bulunan petrol kirliligi i¢in kullanilan adsorbanlar, su yilizeyinde
batacagindan deniz, tatli su gibi ortamlara dokiilen petroliin uzaklastirilmasi i¢in uygun

degildir [30].
2.3.3. Biyolojik Yontemler

Biyolojik yoOntemlerde, mikroorganizmalar yardimiyla oldukca toksik olan petrol
hidrokarbonlarinin zararsiz veya daha az zararli bilesiklere yikimi gerceklestirilir. Bu
biyolojik islemler, kirletici farkli bir ortama tasinarak (ex-situ) veya bulastig1 alanlarda
(in-situ) yapilabilmektedir. Biyolojik iyilestirme yontemlerinde, kirleticilerin etkili bir
sekilde uzaklastirilmasini saglamak icin gereken siire yontemlere gore degismektedir
[31].
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2.3.3.1. Ex-situ (Dogal Yerin Disinda) Temizleme Yontemleri

Bu yontemlerde, petrol biyoyikimi kirli topragin ¢ikarilmast ve uygun ortamlara
alimmasiyla gerceklestirilir. Bu yontem, petrol yikimi i¢in uygun sicaklik, pH, tuz ve nem
gibi sartlar olusturuldugundan verimli bir yontemdir. Ancak bu yontemlerde topragin

yerinden bagka bir alana taginmasindan dolay1 maliyetli ve uzun siiren islemlerdir [4].

Kompostlama: Bu yontemde yerinden kazilarak ¢ikarilan toprak, organik katki maddesi
ve hacim arttirici malzemeler ile karistirilarak isleme hazirlanir. Kullanilan malzemelere
ornek olarak odun parcaciklari, saman, bitki atiklari, giibre verilebilir. Bu malzemeler ile
karigtirilan toprak uygun alana serilerek biyolojik bozunma gergeklesmesi i¢in karigtirilir
ve nem orani ayarlanir. Bu islem ile maksimum verim, oksijen devamliligina, gerekli
sulama yapilmasina ve nem saglanmasina bagli olarak elde edilir. Ancak bu yontem, uzun

stire gerektiren ve yiiksek maliyetli bir yontemdir [32-34].

Arazi Tarimi: Bu yontemde, kirlenmis toprak yerinden kazilarak ¢ikarilir ve yalitimhi
zemin yatagina alinir. Buradaki topragi havalandirmak i¢in diizenli periyotlarda ters yiiz
edilir. Uygulama o6ncesinde kirleticinin toksisitesi, topragin su tutma kapasitesi, besin
icerigi, mikroorganizma yogunlugu gibi veriler incelenmelidir. Bu tip bir sistemde
kirleticinin yikimi i¢in sicaklik yagis gibi sartlar kontrol edilmemesinden kaynakli

islemin siiresi uzamaktadir. Hafif ve ugucu hidrokarbonlar i¢in bu yéntem kullanilir [35].

Biyolojik Bulamag¢: Bu yontemde, kirlenmis toprak yerinden kazilarak ¢ikarilir ve bu
yontemin gergeklestirilecegi biyoreaktore getirilir. Bu yontemde, kontamine olan
topragin biyoreaktorlerde islenmesi sonucu petrol yikimi saglanir. Bu siirecte,
kirleticilerin par¢alanmasi i¢in mikrobiyal aktiviteyi arttirmak amaciyla ortama besinler
eklenir. Bu s6z konusu yontemde maksimum petrol yikim verimi saglanmasi amaciyla,

sicaklik, karistirma ve besin maddelerinin eklenmesi ile islem diizenlenir [36, 37].
2.3.3.2. in-situ (Yerinde) Temizleme Yéntemleri

Bu yontemler, kirleticilerin ¢ikarilmasini ve taginmasini Onlemek amagh kirliligin
olustugu alanda yapilir. Boylece, ex situ yontemlere gore daha diisiik maliyetli olmasiyla

en ¢ok tercih edilen yontemlerdir.

Biyoventilasyon: Bu ydntemde, toprakta bulunan mikroorganizmalar ic¢in oksijen

saglayarak, aerobik olarak yikima ugrayabilen bilesiklerin biyolojik olarak par¢calanmasi

11



saglanir. Burada iki 6nemli kriter vardir. lki toprakta yeterli konsantrasyonda petrol
parcalayabilen mikroorganizmalarin bulunmasi diger kriter ise yeterli havalandirmanin
saglanmasidir. Bunlara ek olarak toprak yapisi da pargalanmay1 ve mikrobiyal aktiviteyi
etkileyen bir faktordiir. Petrol hidrokarbonlari i¢in kullanilan bu yontem klor icermeyen
coziiciiler, pestisitler ve organik kimyasallar ile olusan toprak kirliligi icin de
kullanilabilir. Kirleticinin tiiriine ve miktarina bagl yerinde gerceklestirilen bu yontemin

stiresi uzamaktadir [3].

Biyostimiilasyon: Bu yontemde, ortamdaki petrol hidrokarbonlarini kullanabilen
mikroorganizmalarin mikrobiyal liremesini ve enzimatik aktivitelerini arttirarak petrol
parcalanmaktadir. Biyostimiilasyonda uyarici olarak ¢evresel degisiklikler yapilir. Bu
baglamda, fosfor, oksijen, nitrojen veya karbon gibi farkli tiirde besin ve elektron
eklenilebilir. Ayrica ortamdaki pH, sicaklik, oksijen gibi kosullar da uygun hale getirilir.
Toprakta petrol giderimi i¢in uygun bir yontemdir [31,38-40].

Biyoaugmentasyon (Biyolojik Arttirma): Bu yontemde, kirlenmis alanlardaki
kirleticileri ~ parcalayabilen = mikroorganizmalarin  popiilasyonlarin1  arttirmak
amaglanmaktadir. Petrol biyoyikimini gerceklestirebilen mikroorganizmalar kirlenmis
ortama eklenir [41]. Ek olarak, ozellikle genetik acidan modifiye edilen
mikroorganizmalarin kirlenmis topraga eklenmesi ile petrol biyoyikiminin iyilestirilmesi
hedeflenmektedir. Ozellikle toprakta bulunan mikroorganizmalar yeterli olmadig1 ve tam
olarak metabolik etkisinin bilinmedigi durumlarda basarili bir yontemdir [4]. Biyolojik
olarak  petrol  yikimi  hedeflenen  bir  arastirmada, ortama  eklenen
Cycloclasticus sp., Alcanivorax dizelolei, Thalassolituus oleivorans , Alcanivorax
borkumensis ve Marinobacter hydrocarbonoclastikus  konsorsiyumu ile yapilan
biyoaugmentasyon sonucu %79 verim elde edilirken, ortama maya ekstrakti eklenerek
yapilan biyostimiilasyon sonucunda %73 verim elde edilmistir. Bu arastirmadan elde
edilen sonuglara gore biyoaugmentasyon, biyostimiilasyona gore petrol kirliliginde

kullanilan daha basarili bir yontemdir [41].

Biyosparj (Biyo-serpme): Bu yontemde, kirleticileri par¢alamak igin ortamdaki
mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerini uyarmak amaciyla yeralti suyu oksijen
konsantrasyonunu artirmak i¢in basing altinda oksijen ve besin enjeksiyonu

gergeklestirilir. Bu islem ise yeralti suyunda ¢6ziinmiis petrol hidrokarbonlarinin
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yikimint arttirmak i¢in kullanilir. Bu iglemin verimi, toprak gecirgenligine ve kirleticinin

parcalanabilirligine bagl olarak degismektedir [42-45].
2.4. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, mikroorganizmalar ile petrol gibi organik kirleticilerin ¢evreden
uzaklagtirilmasi, ayristirilmast ve daha az zararli bilesiklere doniistiiriilmesi olarak
tanimlanmaktadir [46]. Bu yontem karasal ve sucul sistemlerde bulunan petrol
hidrokarbon kirliliginin temizlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [47, 48].
Biyoremediasyon teknikleri dogal siiregleri goz oniinde bulundurur. Bu séz edilen
biyoremediasyon yontemleri ¢evre dostu teknikler olmalari, ¢cevre ve insanlar iizerinde
daha az olumsuz etkiye sahip olmalari, diisiik maliyetli olmalari, daha az yan iiriin
iiretmeleri ve iyi performans gostermeleri nedeniyle kimyasal ve fiziksel tekniklerden
daha fazla avantaja sahiptir [49]. Biyoremediasyonun, toprak gegirgenligine bagli olarak
petrol giderim veriminin degismesi, ¢evresel kosullara duyarli olmasi, agir metalleri

pargalayamamasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir [50].

Biyoremediasyon yapabilen ilk bakteri 1970 yilinda Chakrabarty ve arkadaslar
tarafindan belirlenmistir. Bu arastiricilar, petrol ile kirlenmis topraktan izole ettikleri
Pseudomonas suslari ile naftalen, oktan ve ksilen gibi organik bilesiklerin biyoyikiminin
gerceklestigini saptamiglardir [51]. 1989°da gergeklesen Alaska’daki Exxon Valdez‘in
Bligh Resifi’ne ¢arpmas1 sonucu 41 milyon litre petroliin denize dokiilmesi ile petrol

biyoremediasyonu uygulamalari nem kazanmis ve yayginlagmistir [52].

Biyoremediasyon yontemleri in-Situ, ex-situ, fitoremediasyon gibi farkli tekniklere

ayrilmaktadir. In-situ biyoremediasyon yontemlerinden biri mikrobiyal biyoyikimdir.
2.5. Mikrobiyal Biyoyikim (Biyodegradasyon)

Mikrobiyal biyoyikim, mikroorganizmalarin organik kirletici maddeleri enzimatik
slirecler yoluyla daha az zararli veya tehlikesiz maddelere dontistiirdiigii bir islemdir [53].
Organik maddeler, aerobik ve anaerobik olarak iki biyolojik mekanizma ile biyoyikima
ugrayabilir. Anaerobik sliregler, anaerobik mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilir.
Goz ardi edilen anaerobik biyoyikim, kirletici alan kosullar1 ve hizla tiikenen oksijen

konsantrasyonu ile son zamanlarda daha fazla arastirilmaktadir. Anaerobik biyoyikim,
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mikroorganizmalar tarafindan kullanilan farkli elektron alicilarina bagl olarak farkli

biyokimyasal yollar bulundurur [54].

Petrol ile kirlenmis alanlardaki mikroorganizmalar ortama uyum saglayarak
hidrokarbonlar1 pargalayabilmektedir. Bu alanlardan izole edilen mikroorganizmalarin
bu sebeple daha verimli petrol biyoyilkimi yapmasindan dolay1 ¢ogunlukla petrol
biyoyikim ¢alismalarinda kullanilmaktadir [55]. Bu mikroorganizmalar, petroliin
karmasik bir yapida olmasindan dolay1 belirli bilesenlerini biyoyikima ugratabilmektedir.
Literatiirde,  petrol  hidrokarbonlarindan  alifatik  bilesikleri  pargalayabilen
mikroorganizmalarin Acinetobacter sp., Alcanivorax sp. Micrococcus sp,
Ochrobactrum sp., Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., Aspergillus sp.;
monoaromatikleri pargalayabilen Acinetobacter sp., Sphingobacterium sp., Bacillus sp.,
Halomonas sp., Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., Halomonas sp. ve poliaromatikleri
pargalayabilen Achromobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Vibrio sp. olduklari
belirlenmistir [56-61]. Bu mikroorganizmalar ile petrol biyoyikimi aerobik kosullarda

gerceklesmektedir.

Mikroorganizmalar enerji elde etmek amaciyla hidrokarbonlar1 katabolize etmektedir.
Petrol igerisindeki basit bilesikler mikroorganizmalar tarafindan kolay biyoyikima
ugrarken PAH’lar gibi karmasik bilesikler daha zor biyoyikima ugramaktadir. Yapilan
petrol biyoyikim ¢aligmalarinda, petroliin tamaminin biyoyikimi i¢in olusturulan
konsorsiyumlarin daha etkili olduklari belirlenmistir [62]. Mikroorganizmalar arasindaki
sinerjistik etkilesim ile daha fazla ara {iriin parcalanabilmektedir. Petrol kirleticilerinin
biyoyikimi, mikroorganizmalarin farkli enzimleri ile gerceklesen reaksiyonlar: igerir.
Konsorsiyum igerisindeki mikroorganizmalarin farkli enzimleri ile daha fazla substrat
biyoyikima ugramaktadir [63]. Mikroorganizmalar arasinda gerceklesen antagonistik
etkilesim ise bir mikroorganizmanin irettigi bazt metabolitlerin antimikrobiyal etkisi ile
diger mikroorganizmanin iremesini ve enzimatik olarak etki gdstermesini
baskilamaktadir [64]. Ayrica, ortamdaki kisitli besin kaynagi, ayni substrati kullanan
mikroorganizmalar i¢in rekabet olusturacak ve iiremesini engelleyerek antagonist
etkilesime  sebep  olacaktir.  Birbirleriyle  antagonist  etkilesim  goriilen
mikroorganizmalardan olusturulan konsorsiyumlar, aralarinda sinerjistik etkilesim
goriilen mikroorganizmalardan olusturulan konsorsiyumlara goére daha az petrol

biyoyikimi yapmaktadir [65].
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2.6. Petrol Biyoyikimim Etkileyen Faktorler

Mikroorganizmalarin {iremesi ve enzimatik aktivasyonu ic¢in g¢evre sartlart oldukga
onemlidir. Uygun kosullar saglanmadigi takdirde mikrobiyal lireme azalarak biyoyikim
verimi diigecektir. Bu sebeple mikroorganizmalar i¢in uygun sicaklik, oksijen, pH, basing

ve tuzluluk gibi faktorlerin saglanmasi gerekmektedir [66].
2.6.1.S1cakhk

Sicaklik, PAH'larin ¢6ziiniirliiglinii, dagilimini ve biyoyararlanimini etkileyen 6nemli bir
faktordiir [67]. Sicakligin diisiik veya yiiksek olmasi petrol yikimini farkls etkilemektedir.
Diistik sicakliklarda, petrol viskozitesindeki artistan dolayir biyoyikim azalmaktadir.
Ayrica, petrol igerisindeki uguculugun azalmasina ve sudaki ¢oziiniirliigiin azalmasina
neden olmaktadir [68]. Bu nedenle diisiikk sicakliklarda gergeklesen petrol kirliliginin
tyilestirilmesi zaman almaktadir. Cok yiiksek sicaklar ise mikrobiyal liremeyi engelleyip
protein ve enzimlerin denatiire olmasina sebep olmaktadir. Petrol biyoyikimi yapabilen
cogu mikroorganizmanin ise mezofilik olmasiyla en fazla biyoyikim mezofilik
sicakliklarda gerceklesmektedir. Diisitk ve yiiksek sicakliklarda petrol biyoyikimi
yapabilen termofilik ve psikrofilik bakteriler de bulunmaktadir. Ornegin Bacillus sp. ve
Thermus sp. ile 0°C’de deniz suyunda ve 70°C’de petrol biyoyikimlarinin gergeklestigi
belirtilmistir [69, 70].

2.6.2. Oksijen

Petrol dahil olmak {izere organik kirleticilerin biyolojik yikimi aerobik ve anaerobik
kosullarda ger¢eklesmektedir. Fakat yapilan ¢alismalarda aerobik ortamda PAH’larin
biyoyikiminin daha hizli oldugunu belirlenmistir. PAH’larin aerobik pargalanmasinda,
aromatik halkalarin ilk oksidasyonunda monooksijenaz ve dioksijenaz enzimlerinin
aktivitesi i¢in oksijen gereklidir. Yerinde yapilan biyoremediasyon ¢aligmalarinda petrol
biyoyikiminin gergeklesebilmesi icin ortama oksijen enjeksiyonu yapilmaktadir [71].
Anaerobik ortamda gergeklesen petrol biyoyikiminda, mikroorganizmalar siilfat, nitrat,
demir, manganez veya karbondioksit gibi alternatif elektron alicilar1 enerji elde
edebilmek i¢in kullanirlar [72]. Yapilan anaerobik petrol biyoyikim calismasinda,
alkanlarin siilfat indirgeyen mikroorganizmalardan Desulfovibrio salexigens tarafindan

parcalanabildigi belirlenmistir [73].
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2.6.3. pH

Mikroorganizmalarin iiremesinde pH olduk¢a 6nemli bir faktordiir. Cogu bakteri notr pH
kosullarini tercih etmektedir. Petrol kirliliginin yasanmasiyla ortamdaki pH degismekte
ve mikrobiyal iiremeyi de etkilemektedir. Literatiirde yapilan calismada, petrol ile
kirlenmis topragin pH 3.0-9.0 araliginda oldugu tespit edilmistir [74].
Mikroorganizmalarin, iiremesi ve yiiksek enzim aktivitesi gdsterebilmesi i¢in optimal pH
degerleri degismektedir. Sphingomonas olei ve Acinetobacter radioresistens ile yapilan
petrol biyoyikimi ¢alismalarinda nétr pH’da maksimum biyoyikim goriilmistiir [75].
Yapilan bir bagka ¢alismada, Pseudomonas aeruginosa’nin pH 8.0’da en verimli petrol

biyoyikimi yaptigi belirlenmistir [76].
2.6.4. Basing

Petrol sizintilarinin %3-31’1 deniz tabanina ¢okelmektedir. Bu alan, mikroorganizmalar
icin yliksek basing (100 metrede 10 bar) ve diisiik sicakliklarda oldugundan biyoyikimin
azaldig1 bilinmektedir. Deniz yiizeyindeki PAH’larin biyoyikimi derin sulardaki
biyoyikima gore daha fazladir. Basing mikrobiyal aktivite i¢in 6nemli bir etkendir.
Basincin artmasiyla mikrobiyal aktivite ters orantilidir. Yapilan petrol biyoyikimi
caligmasinda, karisik mikrobiyal kiiltiir ile hekzadekanin 1 bar basing altinda 8 hafta
sonunda %94 biyoyikimi gergeklesip basing 500 bar olarak degistirildiginde benzer
bozulma 40 hafta siirmektedir [41]. Literatiirde, basinci tolere edebilen
mikroorganizmalar oldugunu belirtilmistir [77]. Rhodococcus ile yapilan petrol
biyoyikim ¢alismalarinda 400 — 600 bar gibi basinglarda iireme ve petrol biyoyikimi
gergeklestirildigi saptanmistir [78].

2.6.5. Besin ve Tuz

Fosfor, azot, karbon, oksijen, hidrojen, kiikiirt gibi besinler mikroorganizmalarin enerji
liretmesi ve TUremesi i¢in gereklidir. Petroliin ortama dokiilmesiyle bu besin
elementlerindeki denge kaybolmaktadir [79]. Petrol igeriginde bol karbon kaynagi
bulunmasina ragmen fosfor ve nitrojen olduk¢a disiiktir [80]. Bu da
mikroorganizmalarin {iremesine engel olusturmaktadir. Karbon:azot:fosfor (C:N:P)
oranlar1 mikrobiyal iireme i¢in uygun olmadiginda besinlerin ortama eklenmesiyle
(biyostimiilasyon yontemi) ile mikroorganizmalar i¢in gerekli ortam saglanmis olacaktir.

Petrol biyoyikimi i¢in mikroorganizmalarin {iremesine uygun ortamdaki besin
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degerlerinin C:N:P igin 100:10:4 olmas1 gerektigi belirlenmistir [81]. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda (%5), PAH biyoyikimi yapan mikroorganizmalarin aktivitesinin
diistiigi  belirtilmistir. Pseudomonas aeruginosa ile yapilan petrol biyoyikimi
calismasinda optimum tuz oraninin 35g/L oldugu saptanmustir [82]. Ortamdaki yiiksek
tuz konsantrasyonu ozmotik basincin artmasina, buna bagli olarak hiicre zarn

parcalanmasina neden olmaktadir [83].
2.7. Petrol

Petrol, Latince ’de tas yagi anlamina gelen koyu kivamli, yapiskan, viskoz 6zellikte bir
stvidir [84]. Dogal olarak yeraltinda bulunan petrol, organik maddelerin bozunmasi ile
olugsmaktadir. Petrol igerisinde bulunan c¢esitli hidrokarbonlar, 6nemli bir enerji kaynagi
ve bircok endiistri icin hammadde olarak kullanilmaktadir. Bu hidrokarbonlar oldukc¢a
toksik, karsinojenik ve mutajenik olmasiyla ¢evre ve canlilar i¢in olduk¢a zararlidir.
Petroliin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore degisen bilesimi ile toksisitesi ve

ozellikleri farklilik gostermektedir [5].
2.7.1. Petroliin Kimyasal Ozellikleri

Petrol, yapisinda temel olarak karbon ve hidrojen elementleri ile eser miktarda siilfiir,
oksijen ve nitrojenden olusmaktadir (Sekil 2.7). Igerisindeki elementlerin oranlarina gére
petroliin yapis1 ve 6zellikleri degismektedir. Petrol bilesimi acisindan, hafif, orta ve agir
yogunlukta olabilmektedir. Petrol yogunluguna bagl cevreye etkisi degismektedir.
Kaynagina bagli ham petrol %8285 karbon, %10-14 hidrojen, %0.01-7 kiikiirt, %0.02—
2 nitrojen ve %0.1-1 oksijenden olusur [85]. Karbon ve hidrojenlerin bilesiminden
olusan hidrokarbonlar, petroliin %75’inden fazlasini olusturmaktadir. Literatiirde, ham
petrolde, 17.000’den fazla kimyasal bilesigin oldugu belirtilmistir [1, 86]. Petrol
bilesikleri genel olarak dort fraksiyona ayrilmaktadir. Bunlar; alifatikler, aromatikler,

asfalten ve rec¢inedir.
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Sekil 2. 7. Petroliin Ana Bilesenleri

Alifatik hidrokarbonlar: Alifatik hidrokarbonlar Alkanlardan olusan fraksiyondur.
Alkanlar, karbon ve hidrojen baglar1 dogrusal veya dallanmis olarak bulunan organik
bilesiklerdir. Kisa zincirli alkanlar, genellikle dokiilmeden kisa siire sonra ugucu
olmalarindan dolay1 buharlasirlar. Fakat C20-C40 araliginda uzun zincirli alkanlarin
coziintirliikkleri diisiik olmasiyla buharlasmaz. Dogrusal ve dallanmis sekilde bulunun
tekli karbon-hidrojen bagi yapan alkanlar doymus hidrokarbonlardir [87] (Sekil 2.8).
Doymamis hidrokarbonlar, alken ve alkinler olarak isimlendirilip, karbon- hidrojen
arasinda ikili ve ti¢lii baglar bulunmaktadir. Petrolde doymamus alifatikler nadir
goriilmekte olup, bazi rafine iriinlerde bulunmaktadir. Ayrica, siklopentan ve

sikloheksan petrol igerisinde en yaygin olan sikloalifatiklerdendir [88] (Sekil 2.9).

Sekil 2. 8. Metanin Yapist

a) Acik Formiilii, b) Molekiil Modeli [89]
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Sekil 2. 9. Siklopentan Yapisi
a) Acik Formiilii, b) Molekiil Modeli [89]

Aromatik Hidrokarbonlar: Aromatik Hidrokarbonlar, tek (monosiklik) ve bilesik
(polisiklik) halkalt hidrokarbonlardan olusan fraksiyondur. Monosiklik aromatik
hidrokarbonlar (MAH), Benzen, Toliien, Etilbenzen, Ksilen (BTEX) bilesikleridir [90,
91] (Sekil 2.10). Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), birden fazla benzen halkas1
iceren bilesiklerdir. PAH’lar, ikili benzen halkasi igeren Naftalen, {iglii benzen halkasi
iceren Fenantren ve Antrasen gibi bilesiklerdir [60, 92]. Benzen halkalarinin sayilarina
gore bu molekiilerin yogunluklar1 belirlenmektedir. Dort ve fazlasi benzen halkasi
icerdiginde yiiksek molekiiler yogunluklu PAH, dordiin altinda benzen halkasi
icerdiginde ise diisiik molekiiler agirlikli PAH olarak adlandirilmaktadirlar [90, 91].
Artan molekiiler agirligiyla PAH’larin toksisitesi artmaktadir. Ayrica, karsinojenik ve
mutajenik ozelliklerinin de oldugu bilinen PAH’larin sudaki diisiik ¢oziiniirliiklerinden
dolay1 daha az biyoyikima ugramaktadirlar. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma
Ajanst (USEPA) tarafindan 16 PAH oncelikli kirletici olarak listelenmistir [93] (Sekil
2.11).
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Sekil 2. 10. Benzen, Toliien, Etilbenzen, Ksilen (BTEX) Monosiklik Aromatik

Bilesikleri [94]

* A Benzen, B Toliien, C Ksilen, D Etilbenzen bilesikleridir.

> &

Naftalen Antrasen Fenantren Asenaften
Asenaftelen Floren Floranten Benzolalantrasen
Krisen Pi Benzo[b]floranten Benzo[k]floranten
Dibenz[a h]antrasen Benzo[alpiren Indeno[1,2,3-cd]piren Benzo[g h.i]perilen

Sekil 2. 11. Oncelikli Kirletici Olarak Belirlenen Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar
[93]



Asfalten ve Regine: Asfalten ve Regine petrol igerisindeki alifatik ve aromatik
bilesiklerin i¢inde koloidal olarak dagilmis karmasik bilesiklerdir. Bu bilesikler, nitrojen,
oksijen ve siilfiir igerirler. Asfaltenler genellikle, n-alkanlarda (Pentan, Heptan, Hekzan)
¢ozlinemezken, Toliien veya Benzen gibi aromatik bilesiklerde ¢6ziiniirler. Buna baglh
olarak, asfaltenler yiiksek molekiiler agirlikli petrol bilesenidir. Bu bilesikler, petrol boru
hatlarinda, kuyularinda ve rezervuarlarinda birikintiler olusturarak iiretim ve igleme
esnasinda sorunlara sebep olurlar [95]. Regineler, genellikle diisiik molekiiler agirlikli
hidrokarbonlarda (n-alkanlar) ¢oziiniirler [96]. Asfaltenler ve regineler, genellikle

mikroorganizmalar tarafindan biyoyikima ugramasi zor olan bilesiklerdir [97-99].
2.7.1. Petroliin Fiziksel Ozellikleri

Petroliin fiziksel Ozellikleri kantitatif olarak olciilebilmektedir. Bu 6zellikler, petroliin
bilesimine, hidrokarbon dagilimina, 6zellikle rezervuar sicaklik ve basincina gore
degismektedir. Petroliin yogunlugu, viskozitesi, alevlenme noktasi, bulundugu cevreye
karismasi, su igerisinde emiilsiyon olusturmasi gibi 6zelliklerinin belirlenmesi yapisinin

aciklanmasi acgisindan onemlidir.

Yogunluk: Yogunluk, belirli bir sicaklikta maddenin birim hacimdeki kiitlesidir, birimi
gricm®tiir. Petroliin yogunlugu, 60°F (15.5°C) sicaklik ve 1 atm basinci altindaki
yogunlugu olarak belirtilir. Petrol, 0.65-0.87 g/cm 2 hafif yogunluklu, 0.87-0.91 g/cm 3
orta yogunluklu ve 0.91-1.05 g/cm 2 ise agir yogunlukla olarak siniflandiriimaktadir [85].
Petroliin islenmesi acisindan yogunlugunun bilinmesi gerekmektedir. Petroliin
yogunlugunu o6l¢mek icin A.P.I. (Amerikan Petrol Enstitlisii) yogunlugu olgegi
kullanilarak ol¢iiliir. Petroliin A.P.I. yogunlugu, petroliin bilesimine baglidir. Petrol
icerisindeki hidrokarbonlarin yiizdesi, recine ve asfaltenlerin orani, sicaklik gibi faktorler
yogunlugu etkilemektedir. Yiiksek miktarda ¢oziinebilen bilesiklerden olusan petroliin
yogunlugu azdir. Bu nedenle hafif olarak siniflandirilir ve yiiksek A.P.I. yogunluguna
sahiptir. Bunlar, genellikle doymus hidrokarbonca zengin petrollerdir. Diisiik miktarda
coziinebilen bilesiklerden olusan petrol ise yogunlugu fazla olup diisiik A.P.L
yogunluguna sahiptir. Petroliin, A.P.I. yogunlugu rezervuarin derinligi arttikca

artmaktadir [100].
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Viskozite: Viskozite, akigkan bir maddenin yiizey gerilime karsi gosterdigi dirence
denilmektedir. Yiiksek viskoziteli sivilar agdali olarak tanimlanmaktadir. Petroliin
viskozitesi sicaklik ve basinca gore degismektedir. Petroliin A.P.I. yogunlugu ile ters
orantili olup A.P.I. yogunlugu azaldikga, viskozitesi yiikseltmektedir. Petrol, icerdigi
yiiksek molekiiler agirlikli hidrokarbonlar arttikga viskozitesi artmaktadir. Yiiksek

viskoziteli petrol taginmasi ve tiretilmesi agisindan zorluk olusturmaktadir [100].

Petroliin degisen fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak ¢esitli mikroorganizmalar
ile petrol biyoyikimi gerceklesmektedir. Verimli petrol biyoyikimi i¢in petroliin bu
Ozelliklerinin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir. Petrol biyoyikim ¢alismalarinda, bu siireci

daha verimli hale getirebilmek i¢in alternatif arastirmalar yapilmaktadir.
2.8. Cahsmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Petrol biyoyikim c¢alismamizda petrol sahasindan izole edildigi bilinen, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus axarquiensis ve Pannonibacter phragmitetus ile olusturulan

konsorsiyum kullanildi.
2.8.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriacea familyasinda yer almaktadir. Klebsiella
pneumonia Gram negatif, 1-2 um boyunda, 0.5-0.8 um eninde basillerdir. Bu
mikroorganizmalar; hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif anaerobik ozelliktedir. Bu tiire ait
mikroorganizmalarin polisakkarit yapida kapsiilleri bulunmaktadir. Bu kapsiiller
sebebiyle, kati besiyerinde mukoid koloniler olustururlar (Sekil 2). Klebsiella
pneumoniae bakterileri kuruluga ve soguga karsi direnglidir, fakat 1siya Kkarsi
dayaniksizdir. Bu bakterilerin polisakkarit yapida somatik ve kapsiil antijenleri vardir.
Bakteriyosin liretmeleriyle bu bakteriler diger mikroorganizmalar i¢in antagonistik etki

gosterirler [101, 102].

Klebsiella tiirleri, D-glukoz, laktoz ve siikrozu fermente edebilmektedir. Ayrica, laktoz

fermantasyonu sonucu gaz olusturmaktadir. Bu tiire ait bakteriler malonat ve sitrati
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karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Enterobacteriacea familyasindaki diger
bakterilerde oldugu gibi bu mikroorganizmalar da oksidaz negatiftirler.
Enterobacteriacea familyasinda Klebsiella tiirlerinin ayrimi hareket ozellikleri ve
deoksiriiboniikleaz enzim aktivitesi ile yapilmaktadir. Klebsiella tiirlerinde,
deoksiriiboniikleaz enzim aktivitesi bulunmamaktadir. Ayrica, Klebsiella cinsine ait
mikroorganizmalarda ornitin dekarboksilaz negatif ve lizin dekarboksilaz pozitif
olmasiyla da Enterobacteriacea familyasindaki diger bakterilerden ayrilmaktadir.
Klebsiella pneumoniae, ile yapilan biyokimyasal testler ile Metil kirmizis1 ve Indol

testleri negatif iken VVoges-Proskauer ve Sitrat testleri pozitif oldugu goriilmektedir [102].

Sekil 2. 13. Klebsiella pneumoniae Mukoid Koloni

*Fotograf Cansu Koten tarafindan cep telefonu ile gekildi.

23



Petrol sahasindan izole edilerek etkili petrol biyoyikimi yapabildigi belirlenmistir [104].
Klebsiella pneumoniae, ¢evreci bir yakit olan biyo-hidrojen iiretiminde ve sahip oldugu
cesitleri metabolitler ile biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir [104, 105].
Klebsiella pneumoniae, fermantasyon ile 1,3-propandiol (PDO) ve 2,3-biitandiol (BDO)
biyosentezinde de kullanilmaktadir. Bu suslardan tiretilen PDO ve BDO, biyopolimerler,
solventler ve yakitlar gibi endiistriyel neme sahip iiriinlerde bulunmaktadir. ilave olarak,
PDO biyolojik olarak pargalanabilen plastiklerin sentezinde kullanilmaktadir [106, 107].
Klebsiella pneumoniae’nin kozmetik ve ilag gibi endiistriyel alanlarda kullanildig:
belirtilmistir [108, 109].

2.8.2. Bacillus axarquiensis

Bacillus axarquiensis, Bacillaceae familyasinda yer almaktadir. Bacillus cinsine ait olan
bu tiir Gram pozitif, basil morfolojisinde, peritris flagellara sahip olduklarindan hareketli
yapidadirlar. Bu mikroorganizmalar; kemoheterotrofik aerobik veya fakiiltatif anaerobik
ozelliktedirler. Endospor olusturabilme 6zellikleriyle Bacillus tiirleri olumsuz g¢evre
kosullarina direng gdsterebilen bakterilerdir. Bu tiire ait mikroorganizmalar ¢6l kumlari,
kaplicalar ve kutup topraklari gibi bircok ekstrem ortam dahil olmak iizere cesitli
cevrelerde bulunmaktadirlar. Bacillus cinsi, termofilik, psikrofilik, asidofilik, alkalifilik,
halotolerant veya halofilik olmalariyla ¢ok genis pH ve sicaklik araliginda ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda hayatta kalabilen bakterilerdir.  Bacillus tiirlerinden bazilari
antimikrobiyal metabolitler sentezlemeleri ile diger mikroorganizmalar i¢in antagonistik
etki gostermektedirler. Ayrica, Bacillus tiirleri ile ilag enddiistrisi i¢in Oonemli olan
antibiyotiklerin iiretimi yapilmaktadir ve {irettikleri bu antibiyotiklerin ¢ogu gram
pozitiflere kars1 etkilidir [110]. Antibiyotik iiretimine ek olarak enzim ve toksik tiretimi
yapilan Bacillus cinsi endiistriyel oneme sahiptir. Bunlarin rettigi proteaz, a-amilaz,
hidroksilaz, alkol dehidrogenaz, kazeinaz, keratinaz, lipaz gibi enzimler gida, tekstil,
deri, kagit ve endistriyel alanlarda kullanilmaktadir [111-115]. Ayrica Bacillus
tirlerinden ¢ogu bocek larvalarina patojenik etki etmesinden dolay1 biyolojik kontrol

ajani olarak kullanilmaktadir [116].

Bacillus axarquiensis, Gram pozitif, basil morfolojisinde, peritris flagellali, aerobik
mikroorganizmalardir. Bunlarin endosporlari, subterminal pozisyonda olup elipsoidal

yapidadir. Bu bakteriler, optimum {iireme 32°C, pH 7.2 ve %0.5 deniz tuzunda
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gerceklesip, 15-45°C arasi sicakliklarda ve pH 5.0-10.0 aralifinda iireyebilmektedir
[117].

Sekil 2. 14. Bacillus axarquiensis [118]
2.8.3. Pannonibacter phragmitetus

Pannonibacter phragmitetus, Proteobacteria familyasinda yer almakta ve Gram negatif,
diiz veya hafif kavisli basil morfolojisinde, flagellali olmasiyla hareketli bir yapidadir.
Bu bakterinin kolonileri dairesel, opak ve beyazimsi bej rengindedir. Bu mikroorganizma
endospor iretmez. Pannonibacter phragmitetus, fakiiltatif anaerobik ve
kemoheterotrofik 6zelliktedir. Bu tiire ait mikroorganizmalarin optimum iiremesi 22-
28°C sicaklikta, 9.0-10.0 pH araliginda goriilmektedir. Bununla birlikte bu bakteriler,
sicaklik 10-37°C araliginda, pH 7.0-11.0 araliginda ve %5 NaCl konsantrasyonunda

tireme gostermektedir [119].

Pannonibacter phragmitetus, bakterilerinin biyokimyasal testlerinden Oksidaz ve
Katalaz testleri pozitif, Voges-Proskauer ve Metil Kirmizisi testi negatiftir. Bu tiire ait
bakterilerde, fenilalanin deaminaz enzimleri bulunmazken, fosfataz ve lireaz enzim

aktivitesi pozitiftir [119, 120].

Pannonibacter phragmitetus, birgok biyoremediasyon g¢alismasinda kullanilmaktadir.
Sezen Bilen Ozyiirek’in Hacettepe Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvari’mizda
yapilan bir ¢aligmasinda, petrol sahasindan izole ettigi Pannonibacter phragmitetus’un
petrol biyoyikimi yapabildigi saptanmistir [121]. Bu bakteri agir metaller ile kirlenmis
sularin aritiminda kullanilmaktadir [122]. Saglik i¢in oldukga toksik olan arsenit ile
kirlenmis bir dereden izole edilen Pannonibacter phragmitetus arsenik gideriminde
kullanildig1 bilinmektedir [123].
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Sekil 2. 15. Pannonibacter phragmitetus [119]
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1.Calismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Yapilan ¢aligmada petrol sahasindan izole edilip tanimlanmis Hacettepe Universitesi
Cevre Biyoteknolojisi Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan Bacillus cereus
ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus tequilensis NR104919, Bacillus
axarquiensis NR115929, Klebsiella oxytoca ATCC 13182, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Proteus mirabilis ATCC 29906 ve Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 kullanild1 [55, 104, 121, 124].

3.2. Mikroorganizmalarin Ekim ve Uretim Kosullari
3.2.1. Zenginlestirme Besiyerine Ekim ve Uretim

Petrol sahasindan izole edildigi bilinen mikroorganizmalarin zenginlestirilmesi, aerobik
kosullarda ve tek karbon kaynagi petrol olan besiyerinde gergeklestirildi. Calismamizda

kullanilan petrol Diyarbakir’daki petrol sahasindan getirilmistir.

Bu amacla; bakteri suslarindan 6rnek alinarak icinde %1 oraninda (v/v) petrol, %1
oraninda Triton X:100 bulunan 50 ml’ lik Bushnell-Haas (BH) besiyerine ekilerek 30°C
ve 150 rpm’ de 3 giin {iretime birakildi. Uretimin ardindan zenginlestirme amaciyla
kiiltiirlerden 1 ml 6rnek alinarak taze Bushnell-Haas besiyerine ekimi yapilip ayni

kosullarda tekrar iiretime birakildi. Ayni islem bir kez daha tekrar edildi.
3.2.2. Calismada Kullamilan Mikroorganizmalarin Saklanmasi

Zenginlestirme yapilmasinin ardindan bakteri suslarinin bulundugu numuneden 0.1 ml
ornek alinip Nutrient Agar besiyerine ekilerek, 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Uretilen bakteriyel suslar +4°C’de buzdolabinda saklandi. Suslarm canliliginin

korunmasi amaciyla 1 ay arayla bakterilerin pasajlama islemleri gerceklestirildi.
3.2.3. Petrol Biyoyikiminda Kullamilan Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Bakteriyel suslar Nutrient Broth’a ekilerek 30°C ve 150 rpm calkalama hizina
ayarlayarak 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun tamamlanmasinin
ardindan, tiim 6rnekler 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Hiicre peleti steril serum

fizyolojik (%0.9 NaCl ¢ozeltisi) ile muamele edilip yeniden santrifiij islemine tabi
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tutuldu. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra hiicre peleti distile su ile slispanse
edildi. Yikama islemi gergeklestirilen tiim bakteriyel suslarin bulanikliklar1 0.8 OD’ de
108 cfu/ml (colony forming unit-koloni olusturan birim) olacak sekilde, 600 nm’ ye

ayarlanmis olan spektrofotometrede kore (distile su) karst okundu.
3.2.4. Petrol iceren Besiyerine Ekim ve Uretim

Tek karbon ve enerji kaynagi olarak ham petrol bulunan Bushnell-Haas besiyeri (g/L
olarak: 0.2 MgSQg4, 0.02 CaClz, 1 KH2PO4, 1 KoHPO4, 1 NH4NO3, 0.05 FeCls) igerisine
%1 oraninda Triton X:100 eklenerek 250 ml’lik erlenmayerlere 50 ml olacak sekilde
besiyerleri hazirlandi. 121°C’de 15 dakika sterilizasyona birakilip sonrasinda sogumasi
beklendi. Hazirlanan besiyerine 0.22 um por ¢apli seliiloz asetat (CA) siringa filtre ile
steril edilen petrolden %1 (v/v) oraninda ilave edildi. Ardindan, hazirlanan bu besiyerine
ayr1 ayr1 mikroorganizmalarin %1 oraninda ekimleri gergeklestirilerek 30°C ve 150 rpm
calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde, karanlik kosulda 7 giin inkiibasyona

birakildu.
3.3. Petrol Biyoyikiminin Arastirilmasi
3.3.1. Petrol Biyoyikiminin Gravimetrik Yontem ile Belirlenmesi

Bakteriyel suslar, icerisinde petrol bulunan Bushnell-Haas besiyerine ekimleri yapilarak
uygun kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan, kiiltiir ortamindan
diklorometan (DCM) ile petrol ekstraksiyonu gergeklestirildi. Ardindan, 90°C” de 1 saat
su banyosunda birakilarak DCM’1n ortamdan uzaklastirilmasi saglandi. Baglangic ve
kalan petroliin agirlig1 arasindaki farkin yiizdesi belirlenerek % biyoyikim olarak

degerlendirildi.

Kalan petroliin agirh@i=Ekstrakte edilen petrolii iceren erlenmayerin agirligi- Bos

erlenmayer agirligi

Toplam petrol biyoyikimi= Besiyerine eklenen petroliin agirligi- Besiyerinde kalan

petroliin agirlhigi

% Biyoyikim= Biyoyikimi gerceklesen petroliin miktari/Besiyerine eklenen petrol

miktar1 X 100
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3.4. Petrol Biyoyikimi i¢in Uygun Mikroorganizmalarin Secimi

Igerisinde petrol ve %1 Triton X:100 bulunan Bushnell-Haas besiyerine ekimi yapilan
suglar 30°C’de 150 rpm calkalama hizinda 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ardindan gravimetrik yontem ile petrol biyoyikimi bakilarak en yiiksek petrol

biyoyikim gerceklestiren mikroorganizmalar potent suslar olarak segildi.

3.5. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1,
Bacillus tequilensis NR104919 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile Olusturulan

Farkh Konsorsiyumlar ile Petrol Biyoyikiminin Arastirilmasi

Gravimetrik yontemle en yiiksek petrol biyoyikimi yaptigi belirlenen Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, Bacillus
axarquiensis NR115929 ve Bacillus tequilensis NR104919 ile 2’ 1i ve 3’ li
kombinasyonlarda farkli konsorsiyumlar olusturuldu (Cizelge 3.1). S6z konusu
konsorsiyumlarin petrol biyoyikimlarinin uygun kosullarda belirlenmesinin ardindan en
ylksek petrol biyoyikim gerceklestiren konsorsiyum secilerek ileri optimizasyon

calismalarinda kullanildi.
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Cizelge 3. 1. Secilen Farkli Mikroorganizmalar ile Olusturulan Konsorsiyumlar

Mikroorganizmalarin

Ekim Oranlari (ml)

Olusturulan Konsorsiyumlar

2 Mikroorganizma Bulunan Konsorsiyumlar

1. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus tequilensis NR104919
2. Kilebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929
3. Kilebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 0.5:0.5
4. Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus tequilensis NR104919
5. Bacillus tequilensis NR104919, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1
6. Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1

3 Mikroorganizma Bulunan Konsorsiyumlar

1. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929,
Bacillus tequilensis NR104919
2. Kilebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1, Bacillus tequilensis NR104919
3. Kilebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1, Bacillus axarquiensis NR115929
4. Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, Bacillus axarquiensis
NR115929, Bacillus tequilensis NR104919

0.35:0.35:0.35

3.6. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
ve Bacillus axarquiensis NR115929°dan Olusan Konsorsiyum ile Petrol Biyoyikimi

Uygun Fizyolojik Kosullarinin Arastirilmasi

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve
Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan konsorsiyum ile petrol biyoyikiminda
farkli fizyolojik kosullarin etkisi ayrintili olarak arastirildi. Bu baglamda, farkli baslangic¢
pH degerlerinin, inkiibasyon kosullarinin, inkiibasyon sicakliginin ve inkiibasyon
siirelerinin petrol biyoyikimina etkisi incelenerek petrol biyoyikimi i¢in optimal

fizyolojik kosullar belirlendi

30



3.6.1. Farkh Baslangi¢c pH Degerlerinin Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

4.0 ile 9.0 arasinda degisen pH’larda hazirlanan Bushnell-Haas besiyerine Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus
axarquiensis NR115929 ile olusturulan konsorsiyumun ekimleri yapilip 30°C ve 150 rpm
calkalama hizinda 7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan petrol

biyoyikimlar1 gravimetrik yontemle belirlendi.
3.6.2. Farkh Inkiibasyon Kosullarinin Petrol Biyoylkimina Etkisinin Arastirilmasi

Bushnell-Haas besiyerine Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan
konsorsiyumun belirlenen kosullarda ekimi yapilarak statik ve ¢alkalamali olarak 7 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan petrol biyoyikimlari gravimetrik

yontemle belirlendi.

3.6.3. Farkh Inkiibasyon Sicakhklarimn Petrol Biyoylkimma Etkisinin

Arastirilmasi

Bushnell-Haas besiyerine Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan
konsorsiyumun uygun kosullarda ekimi yapilarak 20°C ile 35°C arasinda degisen
sicakliklarda ve 150 rpm calkalama hizinda 7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun

ardindan petrol biyoyikimlar: gravimetrik yontemle belirlendi.
3.6.4. Farkli inkiibasyon Siirelerinin Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Bushnell-Haas besiyerine Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan
konsorsiyumun belirlenen optimal kosullarda ekiminin yapilmasinin ardindan 7, 14, 21
ve 28 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan petrol biyoyikimlari

gravimetrik yontemle belirlendi.
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3.7. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile Olusturulan Konsorsiyuma ait Kiiltiir

Siipernatani ile Petrol Biyoyilkiminin Arastirilmasi

Petrol iceren Bushnell-Haas sivi besiyerinde Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile
olusturulan konsorsiyum 25°C’de 150 rpm calkalama hizinda 7 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij
edilerek dibe ¢oken mikroorganizmalar ile iist kisimdaki siipernatan fazi ayrildi. Elde
edilen kiiltiir siipernatan1 besiyerine eklenmeden 6nce 0.22 um por ¢apli siringa filtreden
gecirildi. Bushnell-Haas besiyerine Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan
konsorsiyuma ait kiiltiir siipernatant %10 ile %50 arasinda degisen konsantrasyonlarda
ekimleri yapilip 12, 36, 60 ve 84 saat boyunca 25°C'de 150 rpm calkalama hizinda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda petrol biyoyikimi gravimetrik ydntemle

belirlendi.

3.8. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile Olusturulan Konsorsiyum ve Kiiltiir
Siipernatam ile Petrol Biyoyikiminin Gaz Kromatografisi (GC) Analizi ile

Belirlenmesi

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve
Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan konsorsiyum ve konsorsiyumun kiiltiir
siipernatan1 ile petrol biyoyikiminin gaz kromatografisi analizi i¢in petrol igeren
Bushnell-Haas besiyerine potent konsorsiyum ekimi ve %50 ile %30
konsantrasyonundaki konsorsiyum Kkiiltiir silipernatanin ilavesi yapildi. Potent
konsorsiyum optimal kosullarda inkiibasyona birakildi. %50 konsantrasyondaki kiiltiir
stipernatan1 84 saat, %30 konsantrasyondaki kiiltiir siipernatan1 ise 60 saat 25°C’de 150
rpm calkalama hiziyla inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 petrol DCM (1:2) ile ekstrakte
edildi. GC analizi Encon Cevre Danismanlik Laboratuvari tarafindan, 15m x 0.530mm X
0.15um (uzunluk x ¢ap x film kalinlig1) kolonunun takildig1 gaz kromatografisi cihazi
(Agilent Technologies 7890B GC System) ile gerceklestirildi. 1 ml numune GC cihazina
enjekte edilerek, tasiyict gaz Helyum (He) 7.4 ml/dk; enjeksiyon sicakligi 300°C,
dedektor sicakligi 300°C olacak sekilde ayarlandi. Kolon firin1 sicaklik programi:
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baslangig, 1.5 dakika siireyle 40°C, 5°C/dakika artis ile 5 dakikada 60°C, 15°C/dakika
artis ile 10 dakika 300°C olacak sekilde analiz tamamlandi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Artan diinya niifusu ve bununla birlikte gelisen sanayi ile petrol bazli iirtinlerin kullanim
alanlart  genislemistir.  Petrol  endiistrisinin ~ yayilmasiyla  ¢evreye  petrol
hidrokarbonlarinin bulagsmasi da artmistir. Petrol iiretimi, arama, tasima ve depolama gibi
faaliyetler ile toprak, su ve yeralt1 sularinin kirlenmesine neden olmaktadir [125]. Petrol
kirliliginin; tiim canlilara toksik, mutajenik ve kanserojenik etkiler yarattigi bilinmektedir
[126]. Bu kirliligin biiyiik bir kismi da yasanan kazalar ile olmustur. Meksika
Korfezi’'ndeki Deep Water Horizon petrol kulesi 2010 yilinda havaya ugarak korfeze
yaklagik 5.000.000 varil petrol bulasmasma sebep olmustur. 1967°de Torrey
Kanyonu’nun yikilmasi, 1969°da Santa Barbara kanal platformu patlamasi, 1989 Exxon
Valdez sizintisi, 1999°da Fransa’da Erika sizintis1 gibi bir¢ok kaza yasanmistir. Bu
kazalarin diginda petrol kuyularinda meydana gelen sizintilar da topraga karisarak
ekosistemin dengesini bozmaktadir. Yasanan bu dokiilmeler i¢in tek bir ¢6ziim yoktur.
Dokiilen petrol ve tiirli, dokiilen yiizeyin 6zelligi, iklim kosullar1 gibi kriterlere bagh
olarak temizleme yontemi se¢ilmelidir [127]. Kimyasal ve fiziksel olarak bu kirliligin
temizlenmesi fazlaca maliyetli ve kontaminasyonu tamamen temizleyebilen yontemler
degildir. Biyoremediasyon ise petrol bulasmis su ve topragin temizlenmesinde g¢evre
dostu ve diisiik maliyetli bir yontemdir [128]. Bu temizleme yontemi, ¢evreye bulagmis
zararli maddeleri zararsiz veya daha az zararli maddelere mikroorganizmalarin
yardimiyla pargalayarak doniistiiriilmesidir. Ayrica biyoremediasyon kirliligin oldugu
alanda yapildigindan bagka bir yere tasinma ve nakliye sirasinda olusabilecek tehditleri

de onlemektedir [129].

Dogada birgok mikroorganizma enerji saglamak icin petrol igerigindeki PAH’lar1 karbon
kaynagi olarak kullanabilmektedir [130]. Literatiirde, petrol hidrokarbonlarinin
biyoyikimi i¢in mikroorganizmalarla pek c¢ok c¢alisma yapilmaktadir [131-137].
Calismamizda, petrol ile kontamine olmus alanlardan izole edildigi bilinen
mikroorganizmalarin petrol biyoyikimlar1 arastirildi. Bu baglamda, ¢alistigimiz
mikroorganizmalardan en etkili biyoyikim yapan suslarin se¢ilmesi ve bu suslarla farkl

konsorsiyumlarin olusturulmasi ile petrol biyoyikim verimliliginin artirilmasi amaglandi.
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4.1. Petrol Biyoyikimi I¢in Uygun Mikroorganizma Se¢imi

Petrol dort farkl: fraksiyondan olusan karmasik yapida bir bilesiktir. Bu bilesikler dogaya
sizdiginda ortamdaki mikroorganizmalar tarafindan karbon ve hidrojen kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Petrol biyoyikimini gerceklestirebilen bu mikroorganizmalar dogal
ortamlarda petrol bulagsmasiyla ¢ogalacak ve kirletici parcalandiginda normal miktarina
donecektir. Bu ylizden biyoremediasyon cevreye dost bir yontem olarak son derece

Onemlidir.

Calismamizda kullanilan Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus tequilensis NR104919, Bacillus axarquiensis NR115929, Klebsiella oxytoca
ATCC 13182, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Proteus mirabilis ATCC 29906 ve
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1’in  gravimetrik yontem ile petrol
biyoyikimlari arastirildi. Tek karbon kaynagi petrol olan besiyerine mikroorganizmalarin
ekimi gerceklestirildi. 7 giinlik inkiibasyon sonrasinda diklorometan (DCM) ile
ekstraksiyon yapildi.

Petrol biyoyikim sonuglar1 degerlendirildiginde gram pozitif olan Bacillus axarquiensis
NR115929 ve Bacillus tequilensis NR104919, gram negatif olan Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ve Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 en yiiksek petrol biyoyikim
yapan mikroorganizmalar oldugu belirlendi ve olusturulacak konsorsiyumlarda
kullanilmak tizere se¢ildi (Sekil 4.1). Bacillus cereus ATCC 14579 ve Proteus mirabilis
ATCC 29906 %45 civarinda petrol biyoyikimi yaparken, Klebsiella oxytoca ATCC
13182 ve Bacillus subtilis ATCC 6633 suslarinin %50°’nin iizerinde petrol biyoyikimi
yaptifi  saptandt  (Sekil 4.1). Calismamizda, gram Ozellikleri agisindan
mikroorganizmalar1 degerlendirdigimizde petrol biyoyikimlarinda biiylik bir fark

goriilmedi.

Literatiirde, petrol sahasindan izole edilen bakterilerde gram pozitiflerin baskin oldugu
goriilmektedir. Gram pozitiflerin olumsuz sartlara uyum saglayabilmesinin sebebi giiclii
hiicre duvart bulundurmasidir. Bu sekilde yiiksek sicaklik, basing gibi kosullara
dayaniklidir [138]. Gram pozitif bakterilerin olumsuz kosullara dayanikli olmasi petrol
biyoyikimini daha verimli yapabilecegini diisiindlirmektedir. Fakat yapilan benzer bir
caligmada, gram pozitif Bacillus subtilis ve Bacillus halotolerans’tan olusan

konsorsiyum, gram negatiflerden olusan konsorsiyum ve gram pozitif ile gram
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negatiflerin birlikte bulundugu konsorsiyumlarin iireme yogunluklar1 6l¢iildiigiinde,
gram pozitiflerden olusan konsorsiyumdaki iireme yogunlugunun yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu konsorsiyumlarin petrol biyoyikimlar1 degerlendirildiginde ise gram
pozitiflerin bulundugu konsorsiyumun diger iki konsorsiyuma gore biyoyikimlarinin
diistik oldugu belirtilmistir [121]. Bu baglamda, ortamda i{ireme yogunlugu fazla olan
gram pozitiflerin daha verimli petrol biyoyikimi yapilabildigi degerlendirmesi dogru

olmayacaktir.

Gram negatif olan Pannonibacter phragmitetus, alkali ve yiiksek tuzlu ortamlara
dayaniklidir. Agir metal ve PAH ile kirlenmis ortamlara da uyum saglayabilmesiyle
biyoremediasyon g¢alismalarinda kullanilmaktadir [139]. Calismamizda, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 %85 gibi yiiksek bir oranda petrol biyoyikim
gerceklestirildigi goriildi (Sekil 4.1).

Yapilan benzer diger bir ¢alismada, Gram pozitif Bacillus axarquiensis ve Bacillus
tequilensis; gram negatif Klebsiella pneumoniae, sondaj sivisindan izole edilmistir. Ayni
calismada Klebsiella pneumoniae’nin %60, Bacillus axarquiensis’in ise %51 petrol
biyoyikimi yaptig1 sonucuna varilmigtir [55]. Calismamizda ise Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile %80 oraninda petrol biyoyikimi
gerceklestirdigi goriildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. Farkli Mikroorganizmalarin Petrol Biyoyikimlari

*Suslarin {iretimi petrol igeren besiyerinde, 30°C’de 150 rpm g¢alkalama hizina ayarlanmig inkiibatorde 7
giin boyunca gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik lizerinde

gosterilmektedir.

*Bacillus cereus ATCC 14579, Klebsiella oxytoca ATCC 13182, Bacillus subtilis ATCC 6633, Proteus
mirabilis ATCC 29906, Bacillus tequilensis NR104919, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 suslar1 kullanilmustir.

4.2. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1,
Bacillus tequilensis NR104919 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile Olusturulan

Farkh Konsorsiyumlar ile Petrol Biyoyikiminin Arastirilmasi

Toprak ve su ortamlarinda en bol bulunan kirleticiler petrol hidrokarbonlaridir. Petrol
hidrokarbonlarindan olan PAH’lardan 16 tanesi Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan oncelikli kirleticiler arasinda listelenmistir [93].
Petrol hidrokarbonlarinin toksisitesi maruz kalma zamami ve konsantrasyonu ile
baglantili olarak degismektedir [140]. Bazi ugucu petrol hidrokarbonlarina kisa siirede
yiiksek miktarda maruz kalinir ise merkezi sinir sistemi etkilenerek bas donmesi ve bas
agrisina sebep olabilmektedir. Yerinde yakma, kimyasal dagiticilar ve sorbentler,
klorlama gibi kimyasal ve fiziksel yontemler petrol hidrokarbon kirliligi i¢cin kullanilir.

Maliyetinin fazla olmasi ve ¢evreye verecegi zararlardan dolayr dezavantajli
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yontemlerdir.  Biyoremediasyon, dogal ortammn  yeniden olusmasit igin
mikroorganizmalarla kirleticileri zararsiz veya daha az zararli bilesiklere donistiiriir. Bu
sekilde kirleticilerin hareketliligini ve gocilinii azaltir buna bagli olarak kirlenmemis
alanlara da yayilmasinmi engeller [128]. Petrol Kkirliliginin temizlenmesinde
biyoremediasyon kullanilan yo6ntemlerdendir. Petrol hidrokarbonlarinin igerdigi
karmasik bilesiklerden dolay1 biyoyikimlari i¢in karigik kiiltiirler saf kiiltiirlere gore daha
etkilidir [141]. Karisik mikrobiyal kiiltiirler metabolik agidan ¢ok yonliiliik gosterdikleri
icin saf Kkiiltiirlerin tek basma parcalayamadigi iirlinleri aralarinda sinerjistik etki
olusturarak parcalayabilmektedir. Bu karisik kiiltiirlerde her bir mikroorganizmanin

rollerini anlamak zordur.

Saf kiiltiir halindeki mikroorganizmalarin petrol biyoyikimlarina bakilarak segilen
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus
tequilensis NR104919 ve Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ile 2’li ve 3’li
olacak sekilde konsorsiyumlar olusturuldu (Cizelge 4.1). Bu konsorsiyumlar ile saf
kiiltiirlere oranla daha yiiksek verimde petrol biyoyikimi amaglandi. Yapilan deney
sonucunda Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 suslarindan olusturulan
konsorsiyumun saf kiiltiirle ve olusturulan diger konsorsiyumlarin petrol biyoyikimlar
ile karsilastirildiginda en yiiksek petrol biyoyikimini gergeklestirdigi goriildi (Sekil 4.1,
Sekil 4.2). Literatiirde, gram negatif Klebsiella pneumoniae ve Pannonibacter
phragmitetus ile olusturulan konsorsiyumunun %77 petrol biyoyikimi yaptigi
belirlenmistir [121]. Calismamizda, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1’den olusan konsorsiyum ile %83 petrol
biyoyikimi goriildi. Bu konsorsiyuma gram pozitif olan Bacillus axarquiensis
NR115929 eklenilmesiyle bu verimin %88’e ¢iktig1 saptandi (Sekil 4.2).

Literatiirde, Bacillus axarquiensis ile petrol biyoyikim caligmalari yaygin olmamakla
birlikte [142]; calismamizda saf kiiltiir olarak %80 civarinda petrol biyoyikimi yaptigi
goriildii (Sekil 4.1). Konsorsiyumlar ile yapilan petrol biyoyikim ¢alismamizda ise en
yiiksek verimin oldugu konsorsiyumda bulunmaktadir. Bu baglamda, tek basina ve
konsorsiyum ile yiiksek petrol biyoyikimi yapan Bacillus axarquiensis NR115929 un

ileri biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Literatiir arastirildiginda, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929’ten olusan ¢alismamiz
icin sectigimiz konsorsiyum ile petrol biyoyikim ¢alismalarinda rastlanilmadi. Bu
baglamda, yiiksek biyoyikim yapan bu konsorsiyum literatiire ve ileriki ¢alismalara katk1

saglayacaktir.
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Cizelge 4. 1. Secgilen Mikroorganizmalar ile Olusturulan Konsorsiyumlar ve Gram

Ozelliklerine gore Gruplandirilmasi

Gram
Ozellikleri

Gram pozitif
Gram pozitif
Gram negatif

Gram negatif
iki
Mikroorganizma
ile Olusturulan

Konsorsiyumlar Gram pozitif

Gram negatif

iki Gram negatif

Ug Bir Gram pozitif
Mikroorganizma
ile Olusturulan

Konsorsiyumlar

iki Gram pozitif

Bir Gram negatif

40

Olusturulan Konsorsiyumlar

Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus
tequilensis NR104919

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus
axarquiensis NR115929

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus
tequilensis NR104919

Bacillus tequilensis NR104919, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1

Bacillus axarquiensis NR115929, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, Bacillus
tequilensis NR104919

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, Bacillus
axarquiensis NR115929

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus
axarquiensis NR115929, Bacillus tequilensis
NR104919

Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1,
Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus
tequilensis NR104919



Calismamizda, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 dan olusan petrol biyoyikimi i¢in
sectigimiz konsorsiyuma benzer olarak ancak Bacillus axarquiensis NR115929 yerine
Bacillus tequilensis NR104919 eklenerck kurulan konsorsiyum en diisiik petrol
biyoyikimini gergeklestirdi. iki bakteri de Bacillus tiiriinden olmasina ragmen Bacillus
axarquiensis NR115929’in bulundugu konsorsiyum en yiiksek petrol biyoyikimi
yaparken Bacillus tequilensis NR104919’un bulundugu konsorsiyum en diisiik petrol
biyoyikimi1 yaptig1 goriildii (Sekil 4.2).

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve
Bacillus tequilensis NR104919 ‘dan olusan konsorsiyum %18 petrol biyoyikim yaparken,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1in
bulundugu iki bakteriden olusan konsorsiyum %83 petrol biyoyikimi ger¢eklestirdi
(Sekil 4.2). Bacillus tequilensis NR104919'in bu petrol biyoyikimint diigiirmesinin
sebebi sinirli sayidaki karbon kaynagi i¢in rekabet ve antagonistik etkiler olabilmektedir.
Bazi Bacillus suslar1 tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin diger mikroorganizmalar
tizerinde antimikrobiyal etki gostermesi antagonistik etkilerini agiklamaktadir [65].
Mikroorganizmalar arasi  sinerjistik  etkilesimler ise yapilan ¢aligmalarda,
mikroorganizmalarin farkli hidrokarbonlar1 pargalayabilmesiyle aralarinda rekabet
olusmamas1 ve elde edilen ara lriinlerin de mikroorganizmalarin parcalayabilecegi
triinler olmasi sebebiyle gerceklestigini bildirmistir [64]. Bu baglamda, Bacillus
axarquiensis NR115929'in Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 suslar1 arasinda  sinerjistik  etkilesim  oldugu

degerlendirilmesi yapildi.

Iki mikroorganizmadan olusan konsorsiyumlara baktigimizda, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ile Bacillus axarquiensis NR115929°un petrol biyoyikimlarinin Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 ile Bacillus tequilensis NR104919’dan yiiksek oldugu, ayni
sekilde Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ile Bacillus axarquiensis
NR115929’in, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ile Bacillus tequilensis
NR104919’ten yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2). Buna bagh olarak, Bacillus
axarquiensis NR115929; petrol yikimi i¢in Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve
Pannonibacter phragmitetus NR 028009.1 ile sinerjik etki gosterirken, Bacillus
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tequilensis NR104919 bu mikroorganizmalar ile petrol yikimi i¢in antagonist etki

gosterdi.

Gram pozitif olan Bacillus axarquiensis NR115929 ve Bacillus tequilensis NR104919 ile
kurulan ikili konsorsiyum ile ¢ok diisiik petrol yikimi gerceklesti. Bu iki gram pozitif
olan mikroorganizma ile kurulan konsorsiyum literatiire benzer olarak birbirleriyle
antagonistik etkileri sonucunda saf kiiltiir olarak gergeklestirebildigi petrol
biyoyikimindan daha az biyoyikim yaptigi gorildi [121] (Sekil 4.2). Bu ikili
mikroorganizmadan olusan konsorsiyuma eklenen Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ile olusturulan konsorsiyum ile petrol biyoyikiminin oldukga yiikseldigi
goriildii. Bacillus axarquiensis NR115929 ve Bacillus tequilensis NR104919 ikili
konsorsiyumunun  petrol  biyoyikimi %18 iken Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 eklenerek ti¢lii olusturulan konsorsiyumun biyoyikimi %81°dir. Yapilan
caligmalara baktigimizda c¢ogunlukla gram pozitif ve gram negatif karisik
mikroorganizmalarin yliksek oranda biyoyikim yapabildikleri belirtilmistir. Gram pozitif
ve gram negatif suslar arasindaki sinerjik etkilesim ile kirleticilerin neredeyse tamaminin

parcalanmasi saglanmaktadir [133, 138, 143].

Calismamizin devaminda kullanilacak olan Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 dan
olusturulan konsorsiyuma alternatif olarak yiiksek biyoyikim goriilen dort konsorsiyum
daha bulunmaktadir. Bunlar, ikili konsorsiyumlardan Bacillus axarquiensis NR115929,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Bacillus axarquiensis NR115929 dan olusan konsorsiyumlar, iglii olanlardan ise
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus
tequilensis NR104919’dan olusan konsorsiyumlardir. Bu konsorsiyumlarda sirasiyla
%84, %83, %76, %81 petrol biyoyikimi goriildii (Sekil 4.2). Oldukg¢a verimli petrol
biyoyikimi gerceklestiren bu konsorsiyumlar da ileri ¢alismalar ile arastirilarak farkli

petrol biyoyikim ¢aligsmalarina katki saglayabilecektir.
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Sekil 4. 2. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 Bacillus tequilensis NR104919 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile

Olusturulan Konsorsiyumlarin Petrol Biyoyikimlari

*Susglarin {iretimi petrol i¢eren besiyerinde, 30°C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde 7
giin boyunca gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik lizerinde

gosterilmektedir.

*Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus tequilensis NR104919,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 suslar1 kullanildi.

4.3. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
ve Bacillus axarquiensis NR115929°dan Olusan Konsorsiyum ile Petrol Biyoyikimi

Uygun Fizyolojik Kosullarinin Arastirilmasi

Petrol hidrokarbonlar1 organik maddelerin eksik yanmasi, petrol kuyularindaki sizintilar,
boru hatlarindaki hasarlar ve ¢esitli ihmaller ile c¢evreye yayilarak Kirlilik
olusturmaktadir. Karsinojenik, mutajenik ve toksik etkileri oldugu bilinen petrol
hidrokarbonlar1 tiim canlilar i¢in risk olusturur. Bunlarin ¢evreden uzaklastiriimasi
fiziksel, kimyasal ve biyolojik yoOntemler ile saglanabilmektedir. Bu yontemlerden
kirlilik tiretmeden PAH’lar1 H20 ve CO: ‘ye doniistiirebilen biyoremediasyon yaygin
olarak kullanilmaktadir. Biyoremediasyonun basarili olmast mikroorganizmalarin

performanslarina baghidir. Bu yilizden mikroorganizmalarin {iremesini etkileyen
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faktorlerin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu faktorler, pH, sicaklik, oksijen varligi,

tuzluluk olarak gibi parametrelerdir [144].

Calismamizda, en yiiksek biyoyikimi gosteren Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile
olusturulan konsorsiyum i¢in uygun fizyolojik kosullarin belirlenmesi amaglandi.
Baslangi¢c pH degerleri, inkiibasyon kosullari, inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon siiresi

parametreleri ¢alisilarak petrol biyoyikimina etkileri arastirildi.
4.3.1. Farkh Baslangi¢ pH Degerlerinin Petrol Biyoyikimina EtkKisinin Arastirilmasi

Mikroorganizmalarin ve enzimlerinin calisabilmesi i¢in pH degeri 6nemlidir. Besin
maddelerini kullaniminda, mikrobiyal adsorbsiyonda, hiicre disi1 enzimlerin ¢alismasinda
etkilidir [144]. Literatiirde petrol hidrokarbonlarini pargalayabilen ¢ogu bakteri igin
optimal pH araligi 6.5-8.0 olarak belirlenmistir [81]. Sphingomonas olei ve
Acinetobacter radioresistens ile yapilan petrol biyoyikim ¢alismalarinda nétr pH’da en
yiiksek biyoyikimi yaptigi belirlenmistir [137]. Alkali veya asidik ortamlar biyoyikim
icin gerekli olan ¢ogu enzimin aktivitesini disirmektedir [145]. Literatiirde,
Achromobacter sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. ile olusturulan konsorsiyum igin
optimal pH’nin 8-10 arasinda oldugu gorilmistiir [146]. Buna bagli olarak bu
konsorsiyumun alkali kosullari tercih ettigi sOylenebilir. Funguslarin ise asidik ortamlari
tercih ettikleri bilinmektedir. Aspergillus flavus ile yapilan bir ¢alismada ise optimal pH
5.5 olarak saptanmustir [147].

Calismamizda Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz konsorsiyum i¢in
uygun baslangi¢ pH degerini belirlemek amaciyla, petrol igeren besiyerleri 4.0 ile 9.0
arasinda degisen pH’larda hazirlanarak konsorsiyum ekimleri gerceklestirildi. 30°C’de
150 rpm galkalama hizi ile 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
tamamlanmasiyla gravimetrik olarak petrol biyoyikimi belirlendi. Calismamizda en
yiiksek biyoyikim pH 7.0’de %85 olarak gozlemlenip, pH 4.0 ve 8.0 arasinda da bu
degere yakin yiiksek petrol biyoyikimlart goriildii (Sekil 4.3). pH 9.0’da petrol biyoyikim
yiizdesi diigmiis olsa da %60 civarinda petrol biyoyikimi gerceklesti. Yapilan bir
calismada, kirliligin bulundugu topragin pH’s1 5.2 oldugu belirlenip, sonrasinda bu pH
7.0’ye cikarilarak ortamdaki petrol biyoyikim oranlari karsilastirilmistir ve pH 7.0’a
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cikarilmasiyla petrol biyoyikiminin arttigi belirlenmistir [148]. Calismamizda ise
olusturdugumuz konsorsiyumun petrol biyoyikiminin pH 7.0’da en yiiksek olmasina
ragmen pH 4.0 ve 8.0 arasinda da pH 7.0°daki biyoyikim degerine yakin yiiksek petrol
biyoyikimlar1 gostermesi bu konsorsiyumun kullanim alanini genisletmektedir. Petrol ile
kirlenmis topragin pH’st arastirildiginda pH degerlerinin 3.0-9.0 araliginda oldugu
goriilmektedir [149]. Sonug olarak, genis pH araliginda yiiksek biyoyikim goriilmesiyle

petrol biyoyikiminda olusturdugumuz konsorsiyumun kullanimi1 avantajli olacaktir.

Petrol Biyoyikinm (%)

pH

Sekil 4. 3. Baslangi¢ pH Degerlerinin Petrol Biyoyikimina Etkisi

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 30°C’de 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde 7
gilin boyunca gergeklestirildi. Sonuglar ti¢ ¢aligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde

gosterilmektedir.

4.3.2. Farkh inkiibasyon Kosullarinin Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikimi ¢ogunlukla aerobik olarak gerceklesmektedir.
Mikroorganizmalarda bulunan oksijenaz, dioksijenaz, monooksijenaz gibi ¢esitli
enzimler ile bu siiregler gergeklesmektedir [150]. Anaerobik olarak da petrol biyoyikimi
gerceklesebilir. Benzil siiksinat sentaz, naftoil-CoA rediiktaz, karboksilaz, naftil-2-metil-
stiksinat sentaz gibi enzimler anaerobik biyoyikimda gorev alan bazi enzimlerdir [151-
153]. Alkanlar, petrol hidrokarbonlarindan aerobik ve anaerobik olarak en kolay

biyoyikima ugrayabilen formudur [154].
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Calismamizda, statik ve calkalamali kosullarda petrol biyoyikim verimi arastirilmast
amaclandi. Calkalamali kosulda, sudaki oksijen ¢oziiniirliigii artarak mikroorganizmalar
icin gerekli havalandirma saglanmaktadir. Statik kosullarda ise yilizeydeki oksijen miktari
yliksek olmasiyla erlenin diplerine dogru igerisindeki ¢Oziinmiis oksijen miktari

azalmaktadir.

Calismamizda statik ve calkalamali kosullarda petrol biyoyikimini arastirmak amaciyla
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve
Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan konsorsiyumun petrol i¢eren besiyerine
ekimi yapildi. 150 rpm ¢alkalama hizinda ve statik kosullarda 30°C’de 7 giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda gravimetrik olarak petrol biyoyikimi
olgiildii. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz konsorsiyumun,
calkalamali kosulda %88 petrol biyoyikimi yaptig1 saptandi (Sekil 4.4). Literatiirde
yapilan petrol biyoyikimi ¢alismalarinda 150-200 rpm arasi1 degisen calkalama hizlar
kullanilmustir [138, 155-157]. 150 rpm ¢alkalama hizinin mikroorganizmalar igin gerekli
havalandirmay1 saglayarak en yiiksek petrol biyoyikimini1 gergeklestirdigi belirtilmistir
[158]. Yapilan benzer bir ¢alismada, deney sonuglarimizla paralel olarak ortamin
oksijenlendirilmesiyle biyoyikimin verimli hale geldigi belirtilmistir [159]. Oksijenin
bulunmadig1 bir ortamda yapilan petrol biyoyikim c¢aligmasinda ise %25 civarinda

oldukga diisiik petrol biyoyikimi gergeklestigi saptanmistir [160].

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve
Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz konsorsiyumda, statik kosulda
besiyeri igerisindeki ¢oziinmiis oksijen miktarinin az olmasina ragmen %63 biyoyikim
saptandi (Sekil 4.4). Petrol biyoyikimi1 hedeflendiginde yerinde biyoremediasyon
yontemi ile statik olan petrol sahasinin havalandirilmasi ekstra maliyet olusturmaktadir.
Harcanacak maliyet g6z Oniine alindiginda, statik olarak petrol biyoyikim
gergeklestirilmesi miimkiin olan suglarla calisilmas1 daha avantajli olacaktir.
Calismamizin sonuglarina baktigimizda statik ve 150 rpm calkalama olan bu iki
inkiibasyon kosulu arasinda petrol biyoyikiminda %25 gibi bir fark bulunmaktadir. (Sekil
4.4) Bu baglamda olusturdugumuz konsorsiyumun avantajli oldugu goriilmektedir. Statik
ortamda %63 petrol biyoyikimi1 oldukga yiiksek olup, derin sular gibi oksijenin az oldugu

ortamlarda da kullanimi1 uygun olacaktir.
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Sekil 4. 4. Inkiibasyon Kosullarinin Petrol Biyoyikimina Etkisi

*Suglarimn iiretimi petrol i¢eren besiyerinde, 30°C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde 7
giin boyunca gergeklestirildi. Sonuglar i¢ ¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik lizerinde

gosterilmektedir.

4.3.3. Farkh Inkiibasyon Sicakhklarimn Petrol Biyoylkimma Etkisinin

Arastirillmasi

Petrol hidrokarbonlarinin biyoremediasyonu i¢in sicaklik dnemli bir ¢evresel faktordiir
[67]. Mikrobiyal tiremeyi, gaz ¢oziiniirliiklerini, toprak matrisini, mikroorganizmalarin
metabolizmasini, kirleticilerin fiziksel ve kimyasal yapisini etkilemektedir [161]. Diisiik
sicakliklar petrol icerigindeki uguculugunun azalmasina, viskozitesindeki artis ile
biyobozunma aktivitesinin azalmasina ve ¢oziiniirliigliniin azalmasina neden olur [146].
Sicakligin yiikselmesiyle petrol ¢oziiniirliigli artmakta ve biyoyikiminda yer alan
mikroorganizmalarin enzim aktivitesi artistyla biyoyikimi iyilestirmektedir. Fakat ¢cok
yiksek sicakliklarda mikroorganizmalarin iiremesini engellediginden biyoyikimi
diistirmektedir. Bu sebeple mezofilik sicakliklarda biyoyikim daha hizh
gerceklesmektedir [68].

Calismamizda inkiibasyon sicaklifinin petrol biyoyikimina etkisini belirlemek i¢in tek
karbon kaynagi petrol olan besiyerine Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile
olusturulan konsorsiyumun ekimi yapildi. 20°C ile 35°C aras1 degisen sicakliklarda 150
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rpm c¢alkalama hizinda inkiibasyona birakildi. 7 giiniin sonunda gravimetrik yontemle
petrol biyoyikimlarina bakildi. Literatiirde, farkli ortamlarda en yiiksek petrol biyoyikimi
icin optimal sicakliklarin degistigi belirlenmistir. Toprakta 30-40°C, tathi suda 20-30°C
ve deniz ekosisteminde 15-20°C’de en yiiksek petrol biyoyikimi goériilmektedir [162,
163]. Toprakta petrol biyoyikimi yapan mikroorganizmalar
Rhodococcus, Sphingomonas ve Pseudomonas; tatli suda Pseudomonas, Bacillus,
Micrococcus ve Enterobacter; deniz ekosisteminde Oleiphilus, Cycloclasticus,
Alcanivorax, Neptunomonas ve Marinobacter 6rnek verilebilir [164-166]. Calismamizda
20°C’de %50’nin iizerinde goriilen petrol biyoyikimi ile diisiik sicakliktaki ortamlarda,
olusturdugumuz konsorsiyumun kullanisli olacagi degerlendirildi (Sekil 4.5). Yapilan bir
caligmada, aktif camurda bulunan mikroorganizmalar ile 30-40°C araliginda en yiiksek
petrol biyoyikimi elde edilmistir. Aktif ¢amurun igerisindeki mikroorganizmalar
saflagtirildiginda baskin olarak Acinetobacter, Pseudomonas ve Flavobacterium oldugu
bulunmustur [133]. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz konsorsiyum i¢in
optimal sicaklik olarak 25°C belirlendi (Sekil 4.5). Calismamizin sonuglari literatiirle

uyumlu oldugu goriilmektedir [76].

Mikroorganizmalar ile gerceklestirilen petrol biyoyikiminda, petroliin farkli ortamlara
yayilmasiyla  caligilacak  ortamlarin  sicakliklar1  degiskenlik  gosterecektir.
Mikroorganizmalarin tiim bu farkli ortam sicakliklarina adapte olabilmesi gerekmektedir.
Calismamizda Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz konsorsiyumun
25-35°C’deki genis sicaklik aralifinda verimli petrol biyoyikimi yapabilmesi avantaj

olusturmaktadir.
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Sekil 4. 5. Inkiibasyon Sicakliginin Petrol Biyoyikimima Etkisi

*Suslarm iiretimi petrol iceren besiyerinde, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde 7 giin
boyunca gergeklestirildi. Sonuglar {i¢ ¢aligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik itizerinde

gosterilmektedir.

4.3.4 Farkh Inkiibasyon Siirelerinin Petrol Biyoyikimina Etkisinin Arastirilmasi

Calismamizda petrol biyoyikimina inkiibasyon siiresinin etkisinin belirlenmesi i¢in
petrol iceren besiyerine Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan
konsorsiyumun ekimi yapildi. 7,14,21 ve 28 giin olmak {izere 25°C’de 150 rpm
calkalama hizinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda petrol biyoyikimi

belirlendi.

Sonuglara baktigimizda, en yiiksek petrol biyoyikimi 7 giin sonunda elde edildi (Sekil
4.6). 14 giinliik inkiibasyon stiresinin sonrasinda petrol biyoyikiminin artmadig1 ve ayni
seviyede kaldig1 gozlemlendi (Sekil 4.6). Pseudomonas aeruginosa ile yapilan bir
caligmada, petrol hidrokarbonlarindan kisa ve orta zincirli alkanlarin 1 haftanin sonunda
neredeyse tamaminin, uzun zincirli alkanlarin ise %15’inin biyoyikima ugradig
gosterilmis ve 10 giliniin ardindan petrol biyoyikimimin artmadigi belirtilmistir [167].
Yapilan bir calismada petrol biyoyikimi ile es zamanl olarak ortamdaki bakterilerin
ireme yogunluklar: da dl¢lilmiistiir. Buna bagli olarak, inkiibasyon siiresinin artmastyla

birlikte mikroorganizmalarin tiremesinin azaldigi tespit edilmistir [168]. Bu baglamda,
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calismamizda, 7 giinde kullandigimiz konsorsiyum ile petrol hidrokarbonlarindan daha
kolay biyoyikima ugrayanlarin biyoyikiminin gergeklestigi ve 14 giinden sonra ortamda
parcalanmasi zor hidrokarbonlarin kalmasi ile petrol biyoyikiminda bir artis goriilmedigi

degerlendirildi.

Literatiirde, Bacillus tropicus, Bacillus licheniformis ve Bacillus subtilis ile bir
konsorsiyum kurularak optimum petrol biyoyikimin 18 giinde oldugu ve %74 petrol
biyoyikimi yaptig1 belirtilmistir [169]. Aspergillus flavus ile yapilan bir diger ¢alismada
maksimum petrol biyoyikimin 15. giinde %82 oldugu belirtilmistir [170]. Funguslarin
salgiladiklar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzimler ile bakterilerden daha avantajli olduklari
bilinmektedir [171]. Bakteriler ve funguslar ile yapilan petrol biyoyikim deneyleri
degerlendirildiginde, sirasiyla %74 ve %82 petrol biyoyikimim 18 ve 15 giinde
gergeklestirilmektedir [169, 170]. Calismamizda ise Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929
ile olusturdugumuz konsorsiyum ile 7 giinde %88 petrol biyoyikimi gergeklestirdi (Sekil
4.6). Bu literatiir sonuglari ile karsilastirildiginda Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929

konsorsiyumu ile daha kisa siirede ve daha verimli biyoyikim yaptig1 saptanmustir.
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Sekil 4. 6. Inkiibasyon Siiresinin Petrol Biyoyikimima Etkisi

*Suslarin iiretimi petrol igeren besiyerinde, 25°C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde

gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik iizerinde gosterilmektedir.
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4.4. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile Olusturulan Konsorsiyuma ait Kiiltiir

Siipernatani ile Petrol Biyoyilkiminin Arastirilmasi

Petrol biyoyikiminda mikroorganizmalarin kullanilmasi fiziksel ve kimyasal yontemler
gore avantajlidir. Mikroorganizmalar ile petrol biyoylkiminda ise oOncelikle
mikroorganizmalarin liremesi gerektiginden ortaminin ¢esitli parametrelerinden oldukca
etkilenmesi ise bu yontemin dezavantaji olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu baglamda,
mikrobiyal iiretime ihtiya¢ olmadan sadece siipernatan ile petrol biyoyikimi etkili
alternatif bir yontemdir. Literatiirde, mikrobiyal enzimler ile pek ¢ok petrol biyoyikim
caligmalar1 yapilmaktadir. Petrol hidrokarbonlarinin biyoyikiminda bir¢ok enzimin gérev

aldigr bilinmektedir. Bunlara metan monooksijenaz, alkan monooksijenaz, alkol

dehidrojenaz ve lakkaz 6rnek verilebilir [112, 172, 173].

Calismamizda, ortamda mikroorganizmalar olmadan siipernatan ile petrol biyoyikimini
arastirmak amaciyla ilk olarak petrol igeren besiyerine Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929
ile olusturulan konsorsiyumun ekimi gerceklestirildi. 7 giin boyunca 25°C’de 150 rpm
calkalama hizinda inkiibasyona birakildi. Uremesi gerceklesen mikroorganizmalarin
ortamdan uzaklastirip, kiiltiir slipernatam1 fazini ayirmak i¢in 4000rpm’de 20 dakika
boyunca santrifiij edilip, 0.22 pm por ¢apli siringa filtreden gegirildi. Elde ettigimiz kiiltiir
slipernatanlari, %10 ile %350 arasinda farkli konsantrasyonlarda petrol igeren
besiyerlerine eklendi. 25°C’de 150 rpm calkalama hizinda 12, 36, 60 ve 84 saat siiren

inkiibasyonun ardindan petrol biyoyikimlar1 gravimetrik yontemle belirlendi.

Amacimiz, Oncelikle mikrobiyal iiretim olmadan petrol biyoyikimini saglamak ve
mikroorganizmalar ile 7 gilinde gergeklesen petrol biyoyikim siiresini kisaltarak,
slipernatandaki enzimler ile daha verimli petrol biyoyilkimi gerceklestirmektir.
Calismamizin bu asamasinda Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz
konsorsiyuma ait kiiltiir silipernatan1 ile elde ettigimiz sonuglara gore tim
konsantrasyonlarda 12 saat sonunda olduk¢a az goriilen petrol biyoyikimi 36 saatten
itibaren tiim konsantrasyonlarda artmustir. (Sekil 4.7). Arastirilan tiim siipernatan
konsantrasyonlar1 i¢in maksimum petrol biyoyikimi 84 saatin sonunda elde edildi (Sekil

4.7). Bu 84 saatlik petrol biyoyikiminin tiim siipernatan konsantrasyonlarinin sonuglari
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36 saatlik petrol biyoylkimmin tiim siipernatan konsantrasyonlarinin sonuglar ile
karsilastirdigimizda sadece %5-10 arasinda kiigiik bir fark oldugu goriildii. 36 saat
sonunda %10 silipernatan konsantrasyonunda %62, %50 siipernatan konsantrasyonunda

%067 petrol biyoyikimi elde edildi (Sekil 4.7).

Konsorsiyumun  Kiiltiir ~ siipernataninin  konsantrasyonlarini  arttirdigimizda  bu
konsantrasyon artigina bagli petrol biyoyikiminda énemli bir artig olmadigi saptandi. Bu
baglamda %20 siipernatan konsantrasyonunun bile petrol biyoyikiminda oldukg¢a etkili
oldugu belirlendi. 60 saatin sonunda %20 ve iizeri siipernatan konsantrasyonlar1 igin %80
civarinda petrol biyoyikimi gerceklestigi belirlendi (Sekil 4.7). 7 giinde Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus
axarquiensis NR115929 ile olusturulan konsorsiyuma ait petrol biyoyikimi %88’di
(Sekil 4.6). Sonuglar1 degerlendirdigimizde, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ‘dan
olusan konsorsiyumun petrol biyoyikimi ile ayn1 konsorsiyumdan elde edilen siipernatan
ile gerceklestirilen petrol biyoyilkimi benzer olup 7 giin yerine 60 saat sonucunda
gerceklesti. Bu baglamda, kisa siirede elde edilen petrol biyoyikimi ile
mikroorganizmalar yerine kiiltiir siipernatani kullanilmasi avantajli olacaktir. Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus
axarquiensis NR115929°dan olusan konsorsiyumun kiiltlir siipernatani igerisinde
mikrobiyal bir¢ok enzim bulunmaktadir. Siipernatan icerisindeki bu enzimlerin
saflastirilmastyla, kiiltiir siipernatanindan elde ettigimiz petrol biyoyikimindan daha kisa

stirede ve daha verimli biyoyikim gerceklestirilebilir.

Klinik Klebsiella sp. suslari ile yapilan ¢alismamiza benzer bir ¢alismada, kiiltiir
slipernatani ile yiiksek petrol biyoyikimi elde edilmesi ve hastalik yapan bu suslarin
cevreye yayllmamasi agisindan siipernatan kullanilmasinin 6nemi belirtilmistir [132].
Calismamizda kullandigimiz suslar petrol sahasindan alinan 6rnekten saflastirilmis olup
klinik suslar olmamasina ragmen klinik suslardan gen transferi ile genetik materyalin
degisimi sonucu ortamdaki diger bakterilere de sahip oldugu zararli ozellikleri
gecebilmektedir. Ornegin, antibiyotik direnci bulunan bakterilerden gen transferi sonucu

diger bakterilerde de antibiyotik direnci olugsmasina sebep olacaktir [174].

Literatiirde, %3 oraninda ekimi yapilan Alacanivorax borkumensis'in inkiibasyonu

sonucunda elde edilen siipernatan ile petrol hidrokarbonlarindan oldugu bilinen BTEX’in
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(benzen, toluen, etilbenzen, ksilen) biyoyikimlari aragtirilmistir. 3 giin sonunda %70-80
arasinda BTEX hidrokarbonlarinin biyoyikima ugradigi belirtilmistir. Ayrica siipernatant
kullanilacak mikroorganizmanin iiretiminde inokiilasyon miktarinin degisimiyle elde
edilen siipernatan igerisindeki enzim konsantrasyonunun degisecegini bildirmistir [175].
Buna bagli olarak, degisen enzim konsantrasyonu ile hidrokarbonlarin biyoyikim verimi
de etkilenecektir. Calismamizda, %1 oraninda ekim yapilan Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis
NR115929 dan olusan konsorsiyumun inkiibasyonu ardindan elde edilen siipernatan ile
60 saat sonunda %20 ve lizeri siipernatan konsantrasyonlarinda gergeklesen petrol
biyoyikimlar1 %80 civarinda olup yapilan calisma ile karsilastirdigimizda daha kisa
stirede benzer verimde biyoyikim yapildig1 goriildii (Sekil 4.7). Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis
NR115929°dan olusturdugumuz konsorsiyumun ekim orani degistirilerek yapilacak
caligmalarda petrol biyoyikimlarinin daha verimli hale getirilebilecektir. Ancak yukarida
belirttigimiz {izere siipernatan icerisindeki enzimlerin saflastirilmasi sonrasi enzimlerin
daha konsantre edilmesi ile daha kisa siirede daha verimli petrol biyoyikimi elde

edilecektir.

Pseudomonasin iki susu kullanilarak yapilan benzer bir ¢alismada, Pseudomonas
synxantha ve Pseudomonas mandelii’den elde edilen ksilen monooksijenaz ve katekol
2,3-dioksijenaz enzimleri ile petrol hidrokarbonlarindan p-ksilenin biyoyikimi
arastirilmistir. Ksilen monooksijenaz ve katekol 2,3-dioksijenaz enzimleri ayri ayri ve iki
enzimin karisimi  ile p-ksilen biyoyikim verimlerine bakildiginda, Ksilen
monooksijenazin tek basma 30 saat sonunda %90 p-ksilen biyoyikimi yaptigi elde
edilmistir. En yiiksek p-ksilen biyoyikimi, 1:1.5 oraninda (Ksilen monooksijenaz:
katekol 2,3-dioksijenaz) enzim karigimi ile 48 saat igerisinde p-ksilenin tamaminin
biyoyikimi gergeklesmistir [176]. Buna bagli olarak, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929
ile olusturdugumuz konsorsiyumun silipernatani ile 60 saat sonunda %20 ve {izeri
slipernatan konsantrasyonlarinda elde ettigimiz maksimum petrol biyoyikimi, siipernatan
icerisindeki enzimler saflastirilarak ve bunlarin birbirleriyle olan etkilesimlerinin

arastirilmasiyla daha verimli hale getirilebilecektir.
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Enzimler ile yapilan petrol biyoyikim ¢alismalarinda, serbest ve immobilize enzim
biyoyikim verimleri karsilastirildiginda, immobilize enzimin ¢evre sartlarindan daha az
etkilenmesi ile daha uzun siire aktif kalabilmesi ve tekrar kullanilabilirligi ile serbest
enzimlerin petrol biyoyikimlarina gére daha verimli oldugu belirlenmistir [177].
Klebsiella pneumonia, Pannonibacter phragmitetus ve Bacillus axarquiensis ile
olusturdugumuz konsorsiyuma ait slipernatan igerisindeki enzimlerin immobilizasyonu

ile petrol biyoyikim ¢alismalarinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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Sekil 4. 7. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929’dan Olusan Konsorsiyum Kiiltiir

Siipernatan ile Farkli Konsantrasyon ve Inkiibasyon siirelerinde Petrol Biyoyikimi

*Farkli konsantrasyonlardaki kiiltiir siipernatani, petrol igeren besiyerinde 25°C’de 150 rpm g¢alkalama
hizinda inkiibasyona birakilmigtir. Sonuglar {i¢ ¢aligmanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde

gosterilmektedir.
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4.5. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile Olusturulan Konsorsiyum ve Kiiltiir
Siipernatam1 ile Petrol Biyoyikimmin Gaz Kromatografisi (GC) Analizi ile

Belirlenmesi

Calismamizda gravimetrik yontemle petrol biyoyikimimin belirlenmesine ek olarak en
verimli bulunan potent konsorsiyumun ve bu konsorsiyumun kiiltiir siipernataninin petrol
biyoyikimi GC analiziyle de belirlendi. Bu amagla, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929’dan
olusan konsorsiyumun ekimleri yapildi. 25°C’de 150rpm c¢alkalama hizinda 7 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis
NR115929’dan olusan konsorsiyumun petrol biyoyikimini belirlemek amaciyla
ekstraksiyonu gergeklestirildi ve bu 1. Ornek olarak isimlendirildi. Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus
axarquiensis NR115929°dan olusan konsorsiyumun ekimleri yapilip 7 giin boyunca
25°C’de 150rpm calkalama hizinda inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresinin sonunda
kiiltiir siipernatanini ayirmak i¢in 4000 rpm’de santrifiij edildi. Ardindan 0.22 pm por
capl siringa filtreden gegirildi. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929’dan olusan
konsorsiyuma ait elde edilen bu Kkiiltiir siipernatani ile c¢alismamizin daha onceki
asamasinda ulasilan maksimum biyoyikim 84 saat sonucunda %350 oraninda kiiltiir
siipernatan1 konsantrasyonunda gériildiigiinden GC analizine gdnderilecek 2. Ornek igin
%50 oraninda kiiltiir sipernatani kullanild1 ve 25°C’de 150 rpm ¢alkalama hiziyla 84 saat
inkiibasyona birakild1 (Sekil 4.7). Kiiltiir siipernatani konsantrasyonu artis1 ile petrol
biyoyikimi ¢ok yiiksek olmadigindan 3. drnek, %30 kiiltiir siipernatan1 konsantrasyonu
ile hazirlanarak 60 saat 25°C’de 150 rpm c¢alkalama hizinda inkiibasyona birakildi.
Hazirlanan 6rneklerin inkiibasyon siirelerinin dolmasiyla ekstraksiyon islemi uygulandi.
Bu {i¢ 0rnegin petrol biyoyikim ylizdesinin belirlenebilmesi amaciyla, biyoyikima
ugramamig baglangic petrol miktar1 ve hazirlanan orneklerdeki petrol miktarlar1 GC

cihazinda (Agilent Technologies 7890B GC System) analiz edildi (Sekil 4.8).

Yapilan analiz sonucunda baslangi¢ petrol miktari ile inkiibasyonun ardindan kalan petrol

miktarlar1 karsilastirilarak petrol biyoyikim yiizdeleri elde edildi (Sekil 4.9.). Sonuglar
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gravimetrik yontemle benzer olarak en yiiksek petrol biyoyikim verimi Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus
axarquiensis NR115929’dan olusan konsorsiyum ile optimal kosullar altinda gergeklesti.
Sonrasinda en yiiksek verim sirasiyla %50 ve %30 oraninda kiiltiir siipernatani ile optimal
kosullar altinda 84 ve 60 saatlik inkiibasyon sonunda goriildii. Bu baglamda Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus
axarquiensis NR115929°dan olusan konsorsiyumun petrol biyoyikim orani ile bu
konsorsiyumun Kkiiltiir slipernataninin petrol biyoyikim orani arasinda biiyiik bir fark

olmadig1 ve daha kisa siire igerisinde ger¢eklestirebildigi belirlendi.

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve
Bacillus axarquiensis NR115929’dan olusan konsorsiyumunun petrol biyoyikimi
gravimetrik yontemle %88 iken, GC analizi sonucunda petrol biyoyikiminin %87 oldugu
belirlendi (Sekil 4.6, Sekil 4.9). Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929’dan olusan
konsorsiyumu kiiltiir siipernatanina ait %50 konsantrasyonda 84 saatlik petrol biyoyikim
gravimetrik yontem ile % 80 iken GC analizi sonucunda %84 oldugu gortildii (Sekil 4.7,
Sekil 4.9). Ayni konsorsiyuma ait %30 konsantrasyonundaki kiiltiir siipernatani 60
saatlik petrol biyoyikimi gravimetrik yontemle %78 oldugu GC analizi sonucunda ise
%75 olarak goriildii (Sekil 4.7, Sekil 4.9). Elde ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde
petrol biyoyikiminda gravimetrik yontem ile GC analizi sonuglarmin benzer oldugu

goriildil.

Mikrobiyal tireme yerine daha kisa siirede benzer petrol biyoyikimi igin kiiltiir
stipernatani kullanilabilecegi GC analizi ile de belirlendi. Mikrobiyal enzimler ile 60 saat
sonunda %30 siipernatan konsantrasyonu ile elde edilen %75 petrol biyoyikimi, kiiltiir
slipernatani igerisindeki enzimlerin arastirilip petrol biyoyikiminin daha verimli olacak
sekilde karisik enzimler hazirlanabilir. Ileride kiiltiir siipernatan1 icerisindeki enzimlerin
immobilizasyonuyla tekrar kullanimi ve c¢evresel sartlara daha dayanikli olmasiyla
enzimleri uzun siire aktivasyon gosterebilmesi petrol biyoyikiminda daha verimli bir

yontem olacaktir.
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Sekil 4. 8. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929’dan Olusan Konsorsiyum ve
Siipernatanina Ait Orneklerin GC Analizi ile Kalan Petrol Miktarlart

*Qrnek 1 Potent konsorsiyumun optimal kosullarda inkiibasyonu sonucunda kalan petrol miktari.

Ornek 2 %50 oraninda kiiltiir siipernataninin, 25°C’de 150 rpm calkalama hiziyla 84 saat inkiibasyonu

sonucunda kalan petrol miktari.

Ornek 3 %30 oraninda kiiltiir siipernataninin, 25°C’de 150 rpm ¢alkalama hiziyla 60 saat inkiibasyonun

sonucunda kalan petrol miktari.
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Sekil 4. 9. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929’dan Olusan Konsorsiyum ve

Siipernatanina Ait Orneklerin Petrol Biyoyikiminin GC Analizi Sonuglart

*Ornek 1 Potent konsorsiyumun optimal kosullarda inkiibasyonu sonucunda petrol biyoyikim yiizdesi.

Ornek 2 %50 oraninda kiiltiir siipernataninin, 25°C’de 150 rpm ¢alkalama hiziyla 84 saat inkiibasyonu

sonucunda petrol biyoyikim yiizdesi.

Ornek 3 %30 oraninda kiiltiir siipernataninin, 25°C’de 150 rpm calkalama hiziyla 60 saat inkiibasyonun

sonucunda petrol biyoyikim yiizdesi.
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5.YORUM

Petrol hidrokarbonlari, en yaygin goriilen ¢evre kirleticileri arasindandir. Petrol, arama,
cikarma, tasima gibi faaliyetler sirasinda karasal ve sucul ekosistemlere karisarak
ortamda bulunan canlilar i¢in biiyilik tehlike olugturmaktadir. Buna bagli olarak petrol

kirliliginin iyilestirilmesi ve engellenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Petrol kirliligi, fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler ile temizlenebilmektedir.
Biyolojik yontemler, fiziksel ve kimyasal yontemlere gore daha az maliyetli ve gevre
dostu olmasiyla en ¢ok uygulanan yontemlerdir. Biyolojik yontemlerden olan biyoyikim,
mikroorganizmalar ile yerinde (in-situ) olarak petrol hidrokarbonlarinin daha az zararl
veya zararli olmayan bilesiklere parcalanmasidir. Kirliligin olustugu alanlardaki
mikroorganizmalarin ortama adapte olarak petrol hidrokarbonlarim1i daha etkili
parcalayabildikleri bilinmektedir. Bu sebeple petrol biyoyikim ¢alismalarinda genellikle

ortamdan izole edilen mikroorganizmalar kullanilmaktadir.

Calismamizda petrol sahasindan izole edildigi bilinen Bacillus cereus ATCC 14579,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus tequilensis NR104919, Bacillus axarquiensis
NR115929, Klebsiella oxytoca ATCC 13182, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Proteus mirabilis ATCC 29906 ve Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1
mikroorganizmalari ile petrol biyoyikimlar: arastirildi. S6z konusu mikroorganizmalar
icerisinde petrol bulunan besiyerine ekimleri yapilip 7 giin 30°C’de 150 rpm calkalama
hizinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda DCM ile ekstraksiyonu yapilan
petroliin gravimetrik yontemle biyoyikimlari belirlendi. Petrol biyoyikimlar1 arastirilan
bu sekiz sustan %50’nin iizerinde petrol biyoyikimi yapabilen Klebsiella oxytoca ATCC
13182, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus tequilensis NR104919, Bacillus
axarquiensis NR115929, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 suslar1 oldugu belirlendi. Bu suslarin gram 6zelliklerine
bakildiginda, ii¢ gram pozitif, lic gram negatif bakteri olarak esit dagildig: goriildii.

Tek mikroorganizma ile petrol biyoyikimi yerine olusturulan konsorsiyumlarin petrol
biyoyikiminda daha etkili oldugu bilinmektedir. Bu baglamda, olusturulan
konsorsiyumdaki suslarin birbirleriyle sinerjistik etkilesim gostermesi ile petrol
biyoyikim verimi artmaktadir. Literatiirde, sinerjistik etkilesimin mikroorganizmalarin

farkli hidrokarbonlar1 pargalayabilmesiyle aralarinda rekabet olugsmamasi ve elde edilen
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ara tUriinlerin de mikroorganizmalarin parcalayabilecegi iiriinler olmasi sebebiyle
gerceklestigi agiklanmigtir [178]. Bu sebeple galismamizda en yiiksek petrol biyoyikimi
yapan Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1,
Bacillus tequilensis NR104919 ve Bacillus axarquiensis NR115929 suslari oldugu
belirlendi. Bu segilen suslar ile ikili ve tiglii olacak sekilde olusturulan farkli konsorsiyum
gruplart ile tek mikroorganizmanin yapabildigi petrol biyoyikim veriminin arttirilmasi
amaglandi. Bu amagla ikili konsorsiyum gruplari, Bacillus axarquiensis NR115929,
Bacillus tequilensis NR104919; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis
NR115929; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929;
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus tequilensis NR104919; Bacillus
tequilensis NR104919, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1; Bacillus
axarquiensis NR115929, Pannonibacter phragmitetus NR 028009.1, tiglii konsorsiyum
gruplari, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1, Bacillus tequilensis NR104919; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, Bacillus axarquiensis NR115929;
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus
tequilensis NR104919; Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1, Bacillus
axarquiensis NR115929, Bacillus tequilensis NR104919 seklinde olusturuldu. Bu
konsorsiyumlarin gravimetrik yontemle petrol biyoyikimlari belirlendiginde %75’in
iizerinde petrol biyoyikimi1 yapabilen bes konsorsiyum oldugu goriildii. Bu
konsorsiyumlar ikili gruplardan Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus
tequilensis NR104919; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1; Bacillus tequilensis NR104919, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1, iigli gruplardan ise Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus tequilensis NR104919; Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1, Bacillus axarquiensis NR115929, Bacillus tequilensis
NR104919 konsorsiyumlaridir. Calismamizin  devaminda kullanilmak  iizere
belirledigimiz Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Bacillus axarquiensis NR115929,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 konsorsiyumunun %88 petrol biyoyikimi
yapabildigi goriildii. Diger konsorsiyumlarin da sectigimiz konsorsiyuma benzer olarak
oldukca yiiksek petrol biyoyikimi yapabilmesiyle arastirilmas: literatiire katki

saglayacaktir.
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Literatiirde en fazla petrol biyoyikimmin gram pozitif ve gram negatif karigik
konsorsiyumlarinda yapildigi belirtilmistir [121]. Bu baglamda, ¢alismamizin devaminda
kullanilmak tizere segtigimiz konsorsiyum iki gram negatif, bir gram pozitif bakteriden
olusmaktadir. Petrol biyoyikiminda yiiksek verim goriilen diger dort konsorsiyumdan bir
tanesi gram negatif bakterilerden Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ve Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1’den olusan konsorsiyum digerleri ise gram pozitif ve gram
negatif karisik konsorsiyumlaridir. Gram negatif bakterilerden olusan konsorsiyumun
yiiksek petrol biyoyikimi yapabilmesine karsin en diisiik petrol biyoyikiminin gram
pozitif Bacillus tequilensis NR104919 ve Bacillus axarquiensis NR115929’dan olusan
konsorsiyum oldugu goriildii. Bu suglar ayr1 ayr1 oldukca yiiksek petrol biyoyikimi
yaparken, birlikte bir konsorsiyum olusturuldugunda diisen petrol biyoyikimina bagh

olarak iki Bacillus susu arasinda antagonistik etki oldugu degerlendirilmesi yapildi.

Mikroorganizmalarin iremesinin ¢evre kosullarindan etkilendigi bilinmektedir. Petroliin
farkli ortamlara bulagmasiyla, yerinde yapilacak biyoremediasyon i¢in ¢cevre kosullart da
cesitlilik  gostermektedir. Bu sebeple, petrol biyoyilkimi i¢in kullanilacak
mikroorganizmalarin farkli pH, sicaklik gibi kosullara adapte olabilmesi oldukga
onemlidir. Bu amagla, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz
konsorsiyum i¢in optimal fizyolojik kosullar ve bu fizyolojik kosullarin degismesi ile

petrol biyoyikiminin nasil etkilenecegi arastirilmigtir.

Sectigimiz konsorsiyum ile yaptigimiz fizyolojik kosullarin optimizasyon g¢aligmalari
sonucunda, inkiibasyon kosullarinin petrol biyoyikimina etkisinin fazla oldugu goriildii.
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve
Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturulan konsorsiyumun 150 rpm ¢alkalama
hizinda gergeklestirilen inkiibasyonu sonucu %88 petrol biyoyikimi elde edilirken, statik
kosullarda gergeklestirilen inkiibasyon sonucunda petrol biyoyikimi1 %60 olmaktadir.
Oksijenin az bulundugu ortamlarda petrol biyoyikimi gergeklesmesi icin
mikroorganizmalarin oksijen ihtiyacini karsilamak amaciyla ortami havalandirmak
ekstra maliyete sebep olmaktadir. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter
phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz
konsorsiyum ile statik kosullara ragmen %60 petrol biyoyikimi yapabilmesiyle oldukca

avantaj saglayacaktir.
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Petrol, bir¢ok sebeple cevreye yayilmasiyla ortamin pH’sini1 degistirmektedir. Petrol ile
kirlenmis topragin pH 3.0-9.0 araliginda oldugu belirtilmistir. Buna bagli olarak, bu genis
pH araliginda petrol biyoyikimi gerceklesebilmesi i¢cin mikroorganizmalarin degisen
pH’lara uyum saglamasi gerckmektedir. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile
olusturdugumuz konsorsiyum pH 7.0’da maksimum petrol biyoyikimi1 yaparken, 4.0-8.0
arasindaki genis pH araliginda da ytiksek petrol biyoyikimi yapabildigi saptandi. Bu
acidan ¢esitli pH’lardaki ortamlarda kullanilabilecektir.

Petrol biyoyikiminda etkili parametrelerden olan sicaklik mevsimsel olarak siirekli
degismektedir.  Sicakliktaki bu diisiis ve yikselislere adapte olabilecek
mikroorganizmalar ile verimli petrol biyoyikimi gergeklestirilebilmektedir. Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus
axarquiensis NR115929 ile olusturdugumuz konsorsiyum 20°C’de %50 petrol
biyoyikimi yapabilmektedir. Ayrica 25-35°C genis sicaklik araliginda maksimum petrol
biyoyikimi gerceklestirmesiyle farkli sicakliklardaki ortamlarda kullanilmasi avantajh

olacaktir.

Petroliin ¢evrede kaldigi siirece zararl etkileri devam etmektedir. Bu yilizden kisa bir siire
icerisinde miidahale edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile
olusturdugumuz konsorsiyum ile yapilan ¢aligma sonucunda 7 giinliik inkiibasyon
sonunda en yiiksek petrol biyoyikimi elde edildi. Inkiibasyon siiresi uzadik¢a, kolay
parcalanan petrol hidrokarbonlarinin tilkenmesiyle geriye kalan iirlinlerin toksik etkisi
zamanla arttigindan mikroorganizmalarin aktivitesi azalacaktir. Buna bagh olarak, artan

inkiibasyon siiresiyle petrol biyoyikiminda artig gortilmedi.

Mikroorganizmalar ile yapilan petrol biyoyikim calismalarinda, ortam kosullarinin
mikroorganizmalarin iiremesine olan etkisiyle petrol biyoyikimi da etkilemektedir. Bu
sebeple, mikroorganizmalar yerine kiiltiir siipernatani ile daha kisa siirede verimli petrol
biyoyikimi elde etmek icin arastirmalar yapilmaktadir. Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929
ile olusturdugumuz konsorsiyuma ait siipernatani ile %10-50 arasinda siipernatan
konsantrasyonlarinda 12-84 saat araliginda inkiibasyona birakarak petrol biyoyikimlari

arastirildi. Yapilan ¢aligma sonucu maksimum petrol biyoyikimimin %50 silipernatan
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konsantrasyonda 84 saat sonunda ulasildigi belirlendi. Artan kiiltiir siipernatani
konsantrasyonu ile petrol biyoyikiminda 6nemli bir artis olmadigi saptandi. Buna bagh
olarak, %20 siipernatan konsantrasyonun dahi etkili petrol biyoyikimi yaptig1 goriildii.
84 saat sonunda ulasilan %20 ve iizeri siipernatan konsantrasyonlari ile 36 saat sonunda
goriilen ayni siipernatan konsantrasyonlarindaki petrol biyoyikimi karsilagtirildiginda
cok diisiik bir fark oldugu goriildii. 60 saat sonunda %30 siipernatan konsantrasyonunda
goriilen petrol biyoyikimi ile mikroorganizmalar ile 7 giin sonunda elde ettigimiz petrol
biyoyikimi veriminin benzer oldugu goriildii. Bu baglamda, benzer petrol biyoyikim
verimini kiiltiir siipernatani ile daha kisa siirede yapilmasiyla mikroorganizmalar yerine
kullanilmasinin daha avantajli oldugu belirlendi. Kiiltiir siipernatani ile yapilacak ileriki
caligmalarda igerisindeki enzimlerin saflastirilmasiyla petrol biyoyikiminin artacagi
diisiiniilmektedir. Ayrica immobilize hale getirilen enzimlerin tekrar kullanilabilirligi ve
cevrenin olumsuz kosullarindan daha az etkilendigi bilinmektedir. Siipernatan
icerisindeki enzimlerin saflagtirilmasinin ardindan yapilacak immobilizasyon ile petrol

biyoyikim caligmalarina katki saglayacaktir.

Yiiksek verimde petrol biyoyikimi yapan Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pannonibacter phragmitetus NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR115929 ile
olusturdugumuz konsorsiyumun 25°C’de 150 rpm c¢alkalama hizinda 7 giin boyunca
inkiibasyona birakilmasinin ardindan GC analizi ile petrol biyoyikimi belirlendi.
Gravimetrik yontemle belirlenen petrol biyoyilkimina benzer olarak %87 petrol
biyoyikimi yapabildigi goriildii. Ayrica bu petrol biyoyikimina yakin biyoyikim
gerceklestirilen Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR11592’den olusan konsorsiyumun %50 ve
%30 siipernatan konsantrasyonlarinin sirasiyla 84 saat ve 36 saat sonundaki petrol
biyoyikimlar1 GC analizi ile belirlendi. Gravimetrik yontemle %350 siipernatan
konsantrasyonunda 84 saat sonunda belirlenen petrol biyoyikimi %80 iken GC analizi
sonucu %84 oldugu belirlendi. %30 siipernatan konsantrasyonunda 36 saat sonunda
petrol biyoyikimi GC analizi sonucunda %75 olarak saptandi. GC analizi sonucunda da
kiiltiir slipernatan1 ile mikroorganizmalara kiyasla daha kisa siirede benzer petrol

biyoyikimi gergeklestirildigi belirlendi.

Sonug¢ olarak c¢aligmamizda, gravimetrik yontemle ve GC analizi sonucunda

mikroorganizmalar ile elde edilen petrol biyoyikiminin mikrobiyal enzimleri igeren
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slipernatan ile daha kisa siirede benzer biyoyikim oraninda yapilabilecegi belirlendi.
llerideki bu konsorsiyum kullanilarak yapilan petrol biyoyikim calismalartyla
siipernatanin daha konsantre hale getirilmesiyle siipernatandaki enzimlerin saflastirilip
kullanilmasi ile petrol biyoyikimi artacaktir. Ayrica saflastirilan mikrobiyal enzimlerin
immobilizasyonu ile aktivitesi uzun siireli ve tekrar kullanilabilir olacaktir. Bu baglamda,
kiiltiir siipernatani ile yapilacak ¢aligmalar petrol biyoremediasyon yontemlerine katki

saglayacaktir.

Calismamizda, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pannonibacter phragmitetus
NR_028009.1 ve Bacillus axarquiensis NR11592 ile benzer oranda petrol biyoyikimi
yapabilen konsorsiyumlar da belirlendi. ileride yapilacak calismalarda hem bu
konsorsiyumlar hem de bu konsorsiyumlardan elde edilecek kiiltiir siipernatani sayesinde
petrol biyoyikimi konusunda yeni alternatifler olusturulabilecektir. Bu baglamda, elde
ettigimiz sonuglar petroliin sebep oldugu kirliligi verimli bir sekilde iyilestirilmek i¢in

yapilacak pek ¢ok caligmaya katki saglayabilecektir.
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