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OZET/ABSTRACT

Bu c¢alisgmada amag lilkemizde kirlilik sorunlarindan olan petrol ve benzeri organik kirleticilerin ortadan
kaldirilmasinda faydalanilabilecek bir yontem (biyoremidasyon) ve materyal gelistirmektir. Bunun i¢in Adana,
Batman ve Adiyaman illerinin petrol ile kirlenmis topraklarindan 33 adet bakteri izole edilmistir. izole edilen
bakterilerin 6n tanimlamasi, taksonomik siniflamasi, Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIS), oksidaz ve % 3 KOH
testleri yapilmugtir. Sivi kiiltiirde ham petrollii ortamda gogalma yetenekleri ve petrolu parcalama kabiliyetleri
test edilmistir. Ham petrollii ortamda en iyi gelismeyi gosteren ve ham petroli parcalama dizeyleri en yiksek
olan 6 bakteri susu Pseudomons aeruginosa (2 sus) Pseudomonas putida (2 sus), Citrobacter amalonaticus,
Acinetobacter genomospecies segilmistir. 120 giinliik inkiibasyon siirecinin sonunda bu 6 bakteri susu toprakta
% 56 oraninda petrol ayrismasi saglamistir. Bu calisma, iilkemizde kirli alanlarda uygulanabilecek bir
biyoremidasyon {iriinii elde etme agisindan dnemli bir basamak olusturmaktadir.

The aim of this study, to do develop a method and the material is utilized to eliminate organic pollutants
(bioremediation) with oil pollution problems in our country. To do this, 33 bacterial strains isolated from oil
contaminated soil/ obtained from Adana, Batman and Adwaman in bioremediation studies. Identification of
isolated bacteria were performed from the taxonomic classification of MIS (Microbial Identification System),
oxidase and 3% KOH tests. All isolates were performed their proliferation capacity in crude oil contaminated
environment, and high capability of crude oil degradation in liquid culture medium. 6 bacteria (Pseudomons
aeruginosa (2 strain), Pseudomonas putida (2 strain), Citrobacter amalonaticus, Acinetobacter genomospecies
were identified according to their improvement capacity in crude oil contaminated environment and high
capability of crude oil degradation. These bacterial strains provided that the crude oil degradation by 56% at
the end of the 120-day incubation period. This study, can be applied is an important step in terms of getting the
bioremediation product in polluted areas in our country.
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1. GIRIS

Teknolojinin gelismesiyle hizla biiyliyen sanayi ve endiistri ¢alismalar1 daha fazla enerji
gereksinimini dogurmustur. Bu artan enerji talebi petrol ve petrol iiriinleri (PPU)’nin
kullanimini arttirarak, petroliin ¢ikarilmasini, islenmesini ve nakliyesini giindeme getirmistir.
Bu faaliyetler sirasinda ortaya ¢ikan kazalar, sizintilar, dikkatsizlikler biiyiik bir ¢cevre sorunu
haline gelmistir. Zaman zaman meydana gelen bu tiir kirlenmeler biiyiik bir ¢evre kirliligi
olusturmasina ragmen petrol ve petrol tiirevlerinden kaynaklanan kirliligin giderilmesi
konusunda kapsamli ¢alisma ve bilgi birikimi bulunmamaktadir. Petrol ve tiirevlerinden
kaynaklanan kirliligin giderilmesi konusunda bazi arastirmalarin  yapilmasi uygun
yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Rhykerd vd., pargalanmasi zor, karmasik bilesikler ve agir metaller nedeniyle PPU
bulagsmig alanlarin toprak kaynagmin arzu edilen amaca (tarimsal, endiistriyel ve
rekreasyonel) hizmet edemeyecek sekilde fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler agisindan
bozulmasina neden oldugunu agiklamislardir (Rhykerd vd., 1998; Butler ve Mason, 1997).
Ham petrol yiiksek oranda metal ve agir polisiklik aromatik hidrokarbonlar icerir (PAH)
(Keith ve Telliard, 1979; Cooney, 1980; Hagwell vd., 1992; Rhykerd vd., 1998; Boonchan
vd., 2000). PAH’larin biiyiik bir kisminin ¢evrede birikimleri ve uzun siire kalmalari, ¢evre
kirlenmesine sebep olduklarini ve biyolojik dengeyi olumsuz yonde etkilediklerini
saptamiglardir. Kirletici 6zelliklerinden dolay1 biyolojik dengeyi onemli Slgiide etkileyen
PAH’lardan ve petrol ve petrol tiirevlerinden ¢evrenin temizlenmesi, ¢cevre ve uygulamali
mikrobiyoloji agisindan olduk¢a 6nemli oldugunu agiklamislardir (Demir ve Demirbag, 1999;
Odu, 1977; Van Hamme vd., 2003).

Hidrokarbon kirliligini azaltmak i¢in fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak yapilan
temizleme islemleri olduk¢a pahalidir (Bonnier vd., 1980; EI Nawawy vd., 1987; Rhykerd
vd., 1998). Diger yandan biyoremidasyon yontemleri petrol hidrokarbonlarinin topraktan
elimine edilmesinde cevreye dost uygulama teknolojileri icermesi ve daha ekonomik
alternatifler sunmasi1 nedeniyle giderek artan bir ilgi gérmektedir (Desai ve Banat, 1997).
Biyoremidasyon, katabolik fonksiyonlara sahip mikroorganizmalarin hiicre kiitlesine
kodlanarak, gelistirilen katabolik mikroorganizmalarin topraga asilanmasi ve kimyasal
bilesiklerin 6zellikle bu mikroorganizmalar tarafindan zararsiz biyolojik artiklara
dontstiiriilmesi seklinde tanimlanabilir (Atlas, 1978). Petrol hidrokarbonlar1 agisindan bu
zararsiz uriinler karbondioksit, su ve metan olarak siralanabilir (Walter vd., 1997). Toprak
kokenli Pseudomonas tiirii baz1 bakteriler (P. putida) ham petroliin bazi fraksiyonlarini
par¢alama yetenegindedir (Kapley vd., 1999; Ojumu vd., 2005; Peressuttia vd., 2003;
Rahman vd., 2002a; Okmen ve Algur, 2000; Johnson vd., 1996; Komukai-Nakamura vd.,
1996; Kiyohara vd., 1992; Jack vd., 1985; Fall vd., 1979).

Mikroorganizmalar kendi metabolizma enzimlerini kullanarak kirli alanlardaki bilesikleri
parcalama da ve ortamin temizlenmesinde faydali olurlar (Atlas, 1981; Atlas ve Bartha, 1992;
Steffan vd., 1997; Alexander, 1999). Higbir mikrobiyal tiir tek basina biitiin petrol
hidrokarbonlarini pargalama yeteneginde degildir (Atlas, 1978). Hidrokarbonlarin kapsamli
degradasyonu farkli mikrobiyal popiilasyonlarin es zamanli aktiviteleri ile gerceklesir
(Cerniglia, 1992; Wilson ve Jones, 1993). Micrococcus, Corynebacterium, Flavobacterium,
Bacillus ve Pseudomonas tiirii bakterilerin ayr1 ayri1 ve mikrobiyal bir karisim olarak toprakta
ham petrolii parcalama yeteneklerinin izlendigi bir arastirmada bu tiirlerin karigimdan elde
edilen bakteriyel performansinin, tiirlerini ayr1 ayr1 gosterdigi performansa kiyasla daha etkin
oldugu gozlenmistir (Rahman vd., 2002b). Diger petrol hidrokarbonlar1 pargalayabilme
yeteneginde olan tiirler Bacillus subtilis (DM-04), Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
sakazakii, Bacillus mycoides, Klebsiella oxytaca, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus
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megaterium, Pseudomonas diminuta, Gluconobacter cerenius, Pasteurella caballi, Sphin-
gomonas paucimobilis ve Sphingobacterium multivoru bildirilmistir (Kishore ve Ashis, 2007;
Pokethitiyook vd., 2002; Jurgensen vd., 2000).

Bu calismanin amaci iilkemiz topraklarinda var olan, petrol ve tiirevlerini ayristirma
yetenegindeki bakterilerin izole edilerek teshis edilmesi, petrol kirliligi bulunan
bolgelerimiz veya kirlilik tehdidi altinda olan topraklarimiz i¢in ekonomik ve biyolojik
biyoremidasyon triuni elde edilmesi asamasinda 6énemli bir adim olusturmaktir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bakterilerin Petrol ile Kirlenmis Topraklardan izolasyonu
2.1.1. Kiiltiir Ortam

Ortam A igerigi (g 1'1): 1 g KNOs, 0,2 g MgSQO,4, 0,1 g NaCl, 0,1 g CaCl, g, 1 g K;HPO,
iceren 1 L besiyerine % 1 oraninda ham petrol: Triton-X-100 emulsifor (1:1) ilave edilerek 3
gun boyunca 28 °C’de 180 dev/dak’da inkiibasyona birakilmistir. Ortam B igerigi (W/v):
ortam A’ya % 1.5 agar ilave edilmistir. Tim sivi ve kat1 besiyerleri 121 °C’de 15 dak.
Sterilize edilmistir (Rojas-Avelizapa vd., 1999; Erdogan, 2010).

2.1.2 izolasyon

Hidrokarbon par¢alayan mikroorganizmalar asagidaki zenginlestirme islemi kullanilarak
izole edilmistir. Adana, Batman, Adiyaman illerinin petrol ile kirlenmis bolgelerinden alinan
topraklardan 10 gr 6rnek 100 ml ortam A’ya ilave edilerek 3 gun boyunca 28 °C’de 180
dev/dak’da inkiibasyona birakilmigtir. 3. giin sonunda bu besiyerinden 10 ml alinarak tekrar
ayni bilesenleri igeren taze ortama alinmistir (Rojas-Avelizapa vd., 1999). Bu islem iki kere
daha tekrarlandiktan sonra 0,1 ml’si Nutrient agar’li (NA), Plate count agar’lhi (PCA),
Glutamate starch phenol (GSP-agar), Tryptic soy agar’li (TSA) ve Maya Oziitlii ve % 1
Petrollii agarli petrilere ekilmistir. % 1 petrol iceren petrilerden binokiiler altinda degisik
koloni yapisi sergileyen bakteriler segilerek izolasyon yapilmustir. izolasyon ve saflastirma
islemlerimden sonra tiim suslar % 50 gliserol ve % 10 petrol iceren ortamda -20 °C ve -70
°C’de saklandi. Bu islemler Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii Toprak
Biyolojisi Laboratuvarinda yapilmistir. Izolasyonu yapilan bakterilerin petri ortamindaki
resimleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii Biyoloji Laboratuvarinda
cekilmistir. Koloni resimleri Yeditepe Universitesi Genetik ve Biomiihendislik Bolimii
Laboratuvarinda ¢ekilmistir (Erdogan, 2010; Erdogan vd., 2011).

2.2. izole Edilen Bakterilerin On Tamlamasi

28 °C’de 16 — 44 saat gelisim gosteren bakterilerin morfolojik 6zellikleri, gram boyama
reaksiyonlar;, % 3 KOH ve oksidaz testleri ile (Bactident Oxidase Merck 1.13300
kullanilmistir)  6n tanilamalart yapilmistir (Holt vd., 1994; Suslow vd., 1982; Arthi vd.,
2003).
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2.3. Taxonomic Smiflama (izole Edilen Bakterilerin MIS (Mikrobiyal Tanilama Sistemi)
Tanmilamasi)

Laboratuvar kosullarinda ham petrole direngli hale getirilen bakterilerin saf kiiltiirlerinden
alinan Orneklerinde fosfolipit yag asidi (FLYA) analizi yapilarak sadece kullanilacak
biyoremidasyon bakterilerine 6zgi “indikatOr-yag asitleri” belirlenmistir. Saf biyoremidasyon
bakteri kiiltiirlerinde yapilan FLYA analizi Miller ve Berger tarafindan bildirildigi gibi
Mikrobiyal Tanimlama Sistemi (Microbial Identification System-MIS; MIDI, Inc., Newark,
DE) kullanilarak gergeklestirilmistir (Miller ve Berger, 1985). Bu sistem, genetik olarak ayni
olan mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag asitlerinin sayisi, cesitliligi ve % olarak
miktarlarinin (yag asidi profili) ayn1 olup ¢evre kosullar1 ayni oldugu siirece degismemesini
esas alinmaktadir. Genetik olarak ayni olan mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag
asitlerinin sayisi, ¢esitliligi ve % olarak miktarlar1 (yag asidi profilleri) aynidir ve gevre
sartlart ayn1 oldugu siirece degismez. Yag asidi metil ester (FAME) analizi yaygin toprak
bakterileri belirlenmesi icin bir yontem olarak toprak bilim adamlar1 tarafindan kullanilir
(Klement vd., 1990; Paisley, 1995; Matsumoto vd., 1997; Sahin, 1997; Sahin vd., 2003a;
Sahin vd., 2003b).

2.4. Sivi Kiiltiirde Petrol Degradasyonunun Degerlendirilmesi

Ham petroliin bakteriler tarafindan pargcalanma diizeylerinin belirlenmesi amaciyla her bir
bakteri kulttrt (500 pl) ayri ayr1 5 ml A ortami %1’lik ham petrol+ Triton-X100 (1:1) igeren
besiyerlerine inokiile edilerek 0. giin ve 5. gilin olarak iki 6érnekleme zamaninda 5 ml DCM
(diclorametan) eklenerek sivi-sivi ekstraksiyonu yapilmistir. Bu islemde ham petrol + triton-
X100, DCM icinde ¢oziilerek alt faza gegmistir. Ust faz alt fazdan ayirarak, uzaklastirilmistir.
Ekstrakte edilen kisimda toplam yag asidi miktar1 GC-MS sisteminde (HP 680 series GC
system, US90704303) analiz edilerek belirlemesi yapilmistir (Olivera vd., 1997; Boonchan
vd., 2000). Ayni islem abiyotik kontroller i¢in de yapilmistir. Bu analiz petroliin biyolojik
degradasyonunun bir 6lgiitii olarak kabul edilmistir (Boonchan vd., 2000’nin yapmis oldugu
analiz modifiye edilerek kullanilmistir (Erdogan, 2010).

2.5. Hidrokarbon Aynistirici Bakterilerin Ham Petrollii Ortamda Cogalma
Yeteneklerinin Spektrofotometrik (Biolog 590-750 Nm) Olarak Belirlenmesi

Bakterilerin petrollii ortamda g¢ogalma yetenekleri; agirlik bazinda (w/w) ham petrol
konsantrasyonu (% 1) iceren besi ortami BIOLOG mikro-kuyucuk sistemine aktarilmis ve
daha sonra 33 bakteri kiltiri (12s gelisme gosteren) tek tek her bir kuyucuga 500 pl
astlanmig ve 28 °C-30 °C’de inkiibasyona birakilarak, sifirinci saatden 120.saate kadar
diizenli araliklarla bakteri yogunlugu 620 nm’de spektrofotometrik okuma yapilarak takip
edilmistir (Rahman vd., 2002a, Rahman vd., 2002b). Biitiin deneyler, iki tekrarli yapilmistir.

3. SONUCLAR

3.1. izole Edilen Bakterilerin, % 3 KOH Testi, Oksidaz Testi, Gram Boyama ve MIS
Sonuglar

izole edilen bakterilerin, % 3 KOH testi, oksidaz testi, gram boyama ve MIS sonuglari
cizelge 3.1-3.3° de verilmistir. Laboratuvar kodlar1 her bir petriye sira ile verilmis olup,
bakteri izolasyonunda binokiiler altinda bazi petrilerde 2 veya 3 farkli tiriin tespit edilmesi
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sonucunda yeni petrilere aktarilmistir. Petri numarasinin yanina harflendirme (a, b) yapilarak
kodlama yapilmistir.

Cizelge 3.1. Batman topraklarindan izole edilen bakterilerin, % 3 KOH testi, oksidaz Testi, gram
boyama ve MIS sonuglari

Kod |% 3 KOH |Oksidaz testi | Gr boyama MIS Sonuglari

1 (-) nonenterik Gr (-) kokobasil Pseudomons aeruginosa

2 () nonenterik Gr (-) kisa gubuk | Paucimonas lemoignei

3 (-) nonenterik Gr (-) kokobasil Pseudomonas mucidolens

4 (-) nonenterik Gr (-) kokobasil Pseudomons aeruginosa
Stenotrophomonas

4a (-) enterik Gr (-) kisa cubuk | maltophilia

4b () nonenterik Gr (-) kisa gubuk | Pseudomonas aeruginosa

5 (-) enterik Gr (-) cubuk Eschericha coli

6 () enterik Gr (-) cubuk Enterobacter hormaechei

7 (-) enterik Gr(-) kisa gubuk | Citrobacter koseri
Pseudomonas putida biotype

8 () nonenterik Gr(-) cubuk A

9 ) |- Gr(-) cubuk Enterobacter hormaechi
Pseudomonas putida biotype

10 (-) nonenterik Gr(-) cubuk A
Pseudomonas putida biotype

11 (-) nonenterik Gr(-) cubuk A

12 () enterik Gr(-) kisa gubuk | Klebsiella pneumoniae
Stenotrophomonas

13a () enterik Gr(-) kisa gubuk | maltophilia
Stenotrophomonas

13 b () enterik Gr(-) kisa gubuk | maltophilia

14 (-) nonenterik Gr(-) kokobasil Pseudomonas aeruginosa

Cizelge 3.2. Adana topraklarindan izole edilen bakterilerin, % 3 KOH testi, oksidaz testi, gram

boyama ve MIS sonuglari

Kod |% 3 KOH |Oksidaz testi | Gr boyama MIS Sonuglar
Acinetobacter genomospecies
15 () |- Gr (-) kokobasil 3
Pseudomonas putida biotype
16a () nonenterik Gr(-) cubuk A
16b (-) nonenterik Gr (-) kokobasil Aeromonas caviae
Acinetobacter genomospecies
17 ) |- Gr (-) kokobasil 3
18 () enterik Gr (-) kokobasil | Acinetobacter calcoaceticus
19a () nonenterik Gr(-) cubuk Aeromonas caviae
Sphingobacterium
19b () nonenterik Gr(-) cubuk multivorum
20a (-) enterik Gr(-) kisa gubuk | Citrobacter amalonaticus
20b1 () enterik Gr (-) gubuk Enterobacter hormaechei
Pseudomonas putida biotype
20b2 () nonenterik Gr(-) cubuk A
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Cizelge 3.3 Adiyaman topraklarindan izole edilen bakterilerin, % 3 KOH testi, oksidaz testi, gram
boyama ve MIS sonuglari

Kod |% 3 KOH |Oksidaz testi | Gr boyama MIS Sonuglari

21 (-) nonenterik Gr (-) kokobasil | Acinetobacter genomospecies
22 (-) enterik Gr (-) cubuk Enterobacter hormaechei

23 () enterik Gr (-) kisa gubuk | Echerichia fergusonii

24 (-) enterik Gr (-) cubuk Enterobacter sakazakii

25 () enterik Gr (-) cubuk Eschericha fergusonii

26 (-) enterik Gr (-) cubuk Enterobacter sakazakii

Jurgensen vd. petrol ile kirlenmis topraklarda kompostlama calismasinda elde ettikleri
izolatlarda 3 numarali kompost uygulamasindan 4 farkli bakteri tiirii tanimlamislardir
(Jurgensen vd., 2000). Enterobacter sakazakii, Bacillus mycoides, Klebsiella oxytaca ve
Acinetobacter calcoaceticus, 1 numarali kompost uygulamasindan Bacillus megaterium,
Pseudomonas diminuta, Gluconobacter cerenius, Pasteurella caballi, 2 numarali kompost
uygulamasindan Sphingomonas paucimobilis, Sphingobacterium multivorum ve birgok
tanimlanamayan  bakteri izolasyonu yapmislardir.  Sphingobacterium  antarcticum,
Sphingobacterium daejeonense, Sphingobacterium faecium, Sphingobacterium mizutaii,
Sphingobacterium  multivorum, Sphingobacterium spiritivorum ve Sphingobacterium
thalpophilum tiirleri tanimlanmistir (Yabuuchi vd., 1983; Shivaji vd., 1992; Takeuchi ve
Yokota, 1992; Kim vd., 2006).

3.2. Petrol ile Kirlenmis Topraklardan izole Edilen Bakterilerin Koloni Fotograflari

izole edilen bakterilerin olusturmus oldugu kolonilerin fotograflar1 binokiilerler ile
cekilmistir. Koloni resimleri Sekil 1’de verilmistir.

3.3 Hidrokarbon Aynristirict Bakterilerin Ham Petrollii Ortamda Cogalma
Yeteneklerinin Spektrofotometrik (620 Nm) Olarak Belirlenmesi

Besi ortamindaki bakteriyal gelisim, bakteri artigina bagli olarak sivi ortamdaki 1s1k
gecirgenligi spektrofotometrik olarak Olcililerek degerlendirilmistir. Petrol ile kirlenmis
topraklardan izole edilen 33 bakterinin ham petrollii ortamda g¢ogalma yeteneklerinin
spektrofotometrik (Biolog 620 nm) okuma sonuglari Sekil 1’de verilmistir. Sekil 2’de
goriildiigii gibi petrollii (% 1) ortamda en iyi sonucu 1, 4b, 10, 11, 20a ve 21 nolu bakteriler
vermistir ve bu bakterilerin 5.glin sonunda duragan fazdan 6liim fazina gegisleri digerlerine
gore daha gec olmustur. Benzer ¢aligma Leahy vd., tarafindan 600 nm’de spektrofotometre ile
bakteri gelisimleri Ol¢iilerek, hidrokarbon pargalama yetenekleri ortaya konmustur (Leahy
vd., 2003). 620 nm dalga boyunda spektrofotometre ile bakteri gelisimi ve bu bakterilerin
hidrokarbon parg¢alama yetenekleri ayrica Rahman vd., tarafindan belirlenmistir (Rahman vd.,
2002a). Baska calismalarla 420 nm dalga boyunda baslangi¢ ve final Olgiimleri yaparak
hidrokarbon parcalanma yizdeleri ortaya konulmustur (Rahman vd., 2002b). Baska bir
calismada izole edilen bakterilerin petrol parcalama kinetigi 540 nm’de spektrofotometrede
hesaplamiglardir (Hyina vd., 2003). Rahman vd., 420 nm’de Micrococcus spp., Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., Flavobacterium spp. ve Pseudomonas spp. bakterilerinin ham petrolu
pargalama yeteneklerini ortaya koymuslardir (Rahman vd., 2002b).
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(e) ()

Sekil 1. a) Pseudomons aeruginosa (1), b) Pseudomonas aeruginosa (4b), ¢) Pseudomonas putida
biotype A, (10) d) Pseudomonas putida biotype A (11), e) Citrobacter amalonaticus-GC
subgroup A (20a), f. Acinetobacter genomospecies 3 (21)

3.4. Sivi Kiiltiirde Petrol Parcalanmasinin Degerlendirilmesi

Ham petroliin bakteriler tarafindan par¢alanma diizeylerinin belirlenmesi amactyla her bir
bakteri ayri ayr1 % 1’lik ham petrol+Triton-X100 (1:1) igeren besiyerlerinden 1.giin ve 5. giin
olarak iki ornekleme zamaninda sivi-sivi ekstraksiyonu yapilmistir (Boonchon vd., 2000;
Erdogan, 2010). Ekstrakte edilen kisimda toplam yag asidi miktari GC-MS sisteminde
okunarak sonuclar petroliin biyolojik pargalanmasinin bir Olgiitii olarak kabul edilmistir.
Bircok arastirmaci farkli kimyasal ve farkli dalga boyu ile bakterilerin petrol pargalama
yeteneklerini ortaya koymuslardir. Ornegin, metanol:cloroform ((2:1); v/v) karisin
kullanarak parcalanan hidrokarbon miktarini TLC (Thin layer chromatography) yontemi ile
hesaplamiglardir. Mikrobiyal gelisimi 436 nm’de belirlemislerdir (Alvarez, 2003). Kapley vd.,
hegzan ile ekstraksiyon yontemi kullanarak gas kromatografisinde hidrokarbon parcalanma
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kapasitesini ortaya koymuslardir. Optik yogunlugu 620 nm’de belirlemislerdir (Kapley vd.,
1999).
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Sekil 3.2. Hidrokarbon ayristirici bakterilerin ham petrollii ortamda c¢ogalma yeteneklerinin
spektrofotometrik (620 nm) olarak belirlenmesi
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Sekil 3.3. Sivi1 kiiltiirde petrol parcalanmasinin degerlendirilmesi

Petrol ile kirlenmis topraklardan izole edilen 33 bakterinin sivi kiiltiirde (% 1’lik ham
petrolli ortamda 1. ve S.giinler arasindaki farkin en yiiksek oldugu) en fazla petrol
parcalanmasi 1, 4b, 10, 11, 20a ve 21 nolu bakteri varliklarinda gorilmiistiir (Sekil 3). Biolog
Olclimiinde oldugu gibi ham petrollii ortamda en iyi gelismeyi gosteren bakteriler bu gelisim
stireci igerisinde en fazla petrol par¢alamiglardir.

Yapilan biitiin testlerin sonucunda ham petrollii ortamda ¢ogalma yetenekleri ve her bir
bakterinin petrol parcalama testleri sonucu secilen bakteri tiir ve cinsleri soyledir.
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1- Pseudomons aeruginosa, (Batman topraklarindan izole edilmistir),

4b- Pseudomonas aeruginosa, (Batman topraklarindan izole edilmistir),

10- Pseudomonas putida biotype A, (Batman topraklarindan izole edilmistir),

11- Pseudomonas putida biotype A (Batman topraklarindan izole edilmistir),
20a-Citrobacter amalonaticus-GC subgroup A, (Adana topraklarindan izole edilmistir),
21- Acinetobacter genomospecies 3 (Adiyaman topraklarindan izole edilmistir).

4. SONUC

Bu aragtirmanin temel diisiincelerden biri toprakta petrol ve benzeri maddelerden
kaynaklanan kirlilik sartlarim1  ortadan kaldirabilecek mikroorganizmalarin = varligim
belirlemek ve laboratuvar kosullarinda etkinligini degerlendirmektir.

Rojas-Avelizapa vd. (1999) PCB (poliklorinlesmis bifeniller) ile bulagmis bir alandan
izole ettikleri  bakterileri Comamonas acidovorans, Acinetobacter calcoaceticus,
Achromobacter spp., Pseudomonas spp., Flavobacterium devorans, Bacillus lentus, Bacillus
mascerans ve Bacillus thuringiensis olarak tanimlamis ve bu karisik kiiltiiriin topraksiz invitro
kosullarda PCB igerigi yiiksek kirleticinin % 75’ni pargaladigini tespit etmislerdir (Rojas-
Avelizapa vd., 1999).

Diger benzer bir ¢alismada Kishore ve Ashis, Bacillus subtilis (DM-04), Pseudomonas
aeruginosa (M) ve Giineydogu Hindistanda petrol ile kirlenmis bir bolgeden izole ettikleri
bakterileri topraksiz invitro ve kirli toprak kosullarinda test etmislerdir (Kishore ve Ashis,
2007). Topraksiz ortamda P. aerugionasa (M) bakterisinin Bacillus subtilis (DM-04)’e gore
daha etkin oldugunu belirlemis ve petrollii toprak deneyinde 120 giin siiren inkiibasyon siireci
sonunda P. aerugionasa (M) ve kirli toprak izolatinin % 100’e varan bir ayrisma saglarken
Bacillus subtilis DM-04’in % 50 diizeyinde ayrisma sagladigini kaydetmislerdir. Benzer
sonuglart Porta vd.’de bulmuslardir (Porta vd., 1998). Diger yandan bagka arastirmacilar
kompleks hidrokarbonlarin, fenollerin, fenantrenin ve benzopirenlerin oksidasyon iiriinlerinin
par¢alanmasinda  gram pozitif bakterilerinde genis metabolik yetenek sergilediklerini
bildirmislerdir (Sextone vd., 1978; Song ve Barta, 1990).

Bu c¢alismada petrol parcalama yeteneklerini belirlemek amacgli farkli bakteri materyalleri
tamamen lilkemiz topraklarindan saglanmistir (Adana, Batman ve Adiyaman bélgelerinden 33
bakteri susu izole edilmistir) ve laboratuvar kosullarinda ayrigsma testlerinden gegirilmistir.

Mikrobiyal Tanimlama Sistemi (Microbial ldentification System-MIS; MIDI, Inc.,
Newark, DE) kullanilarak bakterilerin saf kiiltiirlerinden alinan 6rneklerinde fosfolipit yag
asidi (FLYA) analizi yapilmistir, bakterilere 6zgii “indikator-yag asitleri” belirlenerek, tur ve
cins bazinda tespit edilmistir.

Hidrokarbon ayristirict bakterilerin  ham petrollii ortamda c¢ogalma yetenekleri
spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Her bir bakteri susunun sivi-sivi ekstraksiyonu (parcalanma testi) yapilarak ham petroliin
bakteriler tarafindan pargalanma diizeyleri % olarak belirlenmistir.

Petrol pargalayan bakterilerin popiilasyon dinamiginde meydana gelen degisimler
irdelenmistir.

Tum bu testlerin sonucunda ham petrollii ortamda en iyi gelismeyi gosteren ve ham
petrolii parcalama diizeyleri en yliksek olan 6 bakteri susu belirlenmistir.

1- Pseudomons aeruginosa, (Batman topraklarindan izole edilmistir),

4b- Pseudomonas aeruginosa, (Batman topraklarindan izole edilmistir),

10- Pseudomonas putida biotype A, (Batman topraklarindan izole edilmistir),
11- Pseudomonas putida biotype A, (Batman topraklarindan izole edilmistir),
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20a-Citrobacter amalonaticus-GC subgroup A, (Adana topraklarindan izole edilmistir),
21- Acinetobacter genomospecies 3 (Adiyaman topraklarindan izole edilmistir).

Bu bakteri karisimlar petrol kirliligi bulunan boélgelerimiz veya kirlilik tehdidi altinda
olan topraklarimiz i¢in ekonomik ve biyolojik biyoremidasyon urunu elde edilmesi
asamasinda onemli bir adim atilmstir. Bioremediasyon ¢alismalarina 151k tutacak nitelikte
onemli bir ¢aligmadir.
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