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OZET: Bu calismada amag iilkemizde petrol bulasmasindan kaynaklanan toprak kirliligi sorunlarina
kars1 “Biyoremidasyon” olarak bilinen ve biyolojik yontemler ile topragimn yerinde iyilestirilmesi
prensibine dayanan yaklasimlar gelistirmek ayrica baslangi¢ ve final topraklarinda bulunan yag asidi
proflini ortaya koymaktir. Bu amaca yonelik olarak laboratuvar kosullarinda olusturulan {i¢ temel
biyoremidasyon uygulamasinin (biyolojik ¢ogalim, biyolojik uyarim ve bu iki yaklasimin birlesik
uygulamasi) ham petrolden kaynaklanan kirliligin giderilmesindeki etkinligi test edilerek topraklarin
yag asidi profili ortaya konmustur. Biyolojik ¢ogalim uygulamalar1 altinda, Adana, Batman ve
Adryaman’nin petrol ile kirlenmis topraklarindan izole edilen ham petrollii ortamda en iyi gelismeyi
gosteren ve ham petrolii parcalama diizeyleri en yiiksek olan 6 bakteri secilmistir. (Pseudomons
aeruginosa, Pseudomonas putida biotype A, Citrobacter amalonaticus-GC subgroup A, Acinetobacter
genomospecies). Biyolojik uyarim uygulamalari altinda hiimik-fiilvik asit olmak {izere organik
materyalin ve birlesik uygulamalarda ise bakteri karisimi ile organik materyallin farkli birlesimlerinin
120 giinliik bir inkiibasyon siirecinde ne kadar ham petrol ayristirdigi niceliksel hidrokarbon
analizleri ile belirlenmistir. En yiiksek petrol ayrismasinin %56 ile bakteri karisimi uygulanmig
biyolojik ¢ogalim uygulamalar: altinda meydana gelmistir. Degisik organik materyallerin kirli topraga
karistirlldigr biyolojik uyarim kosullarinda ise %18 diizeyinde bir petrol ayrismas: gortlmiistiir.
Birlesik uygulamalarda petrol ayrismas: agisindan %30’luk bir basar1 saglanmistir. Temiz topraklarda
ve petrol ile kirlenmis topraklarda en fazla 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0, 16:1 w7c, 17:0ai, 18:2w¥6,9,
18:1w9c  yag asitleri tespit edilmistir. 18:1w9c yag asidinin yiiksek degerler gosterdiginden
Pseudomonas spp. bakterilerine 6zgii yag asidi oldugunu vurgulayabiliriz. 15:0 anteiso yag asidi
degerleri temiz topraklara kiyasla petrol ile kirlenmis topraklarda daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Petrollii ortamda gram pozitif bakterilerin varliginin arttigini vurgulayabiliriz.

Anahtar Kelimeler: Toprak, ham petrol, bakteri, biyoremidasyon, FLYA-FLME

PLFA-FAME Changes During Bioremediation of Crude Oil Contamination Soil

ABSTRACT: This study aims to develop certain perspectives based on the principle of on-site
remediation of the soil through biological means which is known as "bioremediation” against soil
pollution issues resulting from fuel contamination in our country and to reveal the fatty acid profile in
the final soils. The fatty acid profile of the soils were pointed out by testing the activity of three basic
bioremediation applications (biological multiplication, biological excitation and the combined
application of these two approaches) established in the laboratory environment for this aim. Under
biological multiplication applications, 6 strains of bacteria were selected which exhibit the highest
growth in crude oil environment isolated from oil-contaminated soils of Adana, Batman and
Adiyaman and which have the highest levels of crude oil degradation. (Pseudomons aeruginosa,
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Pseudomonas putida biotype A, Citrobacter amalonaticus-GC subgroup A, Acinetobacter genomospecies).
Under biological excitation applications, the organic materials being humic-fulvic acid and, in
combined applications, different combinations of bacteria mixture and organic materials were
examined as to the amount of crude oil they degrade in an incubation period of 120 days by
qualitative hydrocarbon-type analyses. The highest level of o0il degradation, being %56, occurred
under biological multiplication applications where the bacteria mixture was applied. Under biological
excitation conditions where various organic materials were applied to the contaminated soil,
degradation to %18 was observed. In combined applications, oil degradation was achieved to %30. In
unpolluted and oil-contaminated soils, max. 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0, 16:1 w7c, 17:0ai, 18:2w6,9,
18:1w9c fatty acids were detected. Because the fatty acid 18:1w9c exhibited high levels, we may
emphasize that it is a fatty acid typical to the bacteria Pseudomonas spp. It was determined that the
levels of the fatty acid 15:0 anteiso is higher in oil-contaminated soils than in unpolluted soils. We may
emphasize that the existence of gram positive bacteria increases in oil-contaminated environment.

Key Words: Soil, crude oil, bacteria, bioremediation, PLFA-FAME.

GIRIS INTRODUCTION)

Margesin ve Schinner, (1997) Topraklarda, mevcut mikroorganizma sayilar1 ve tiirleri, mikrobiyal
ayrisma icin uygun sartlar (oksijen, besin maddesi, sicaklik ve pH), hidrokarbonlarin mikrobiyal
ayrisma orani, kirleticilerin kantititesi; kalitesi ve biyolojik yarayishiligis ve partikiil dagilimi gibi
toprak ozelliklerini igeren biyolojik ve fizikokimyasallar olaylar tarafindan etkilenmekte oldugunu
acgiklamislardir (Atlas, 1981, Atlas ve Bartha, 1992; Steffan vd., 1997; Morgan ve Watkinson, 1989).

Kapley vd., (1999), hidrokarbonlar1 pargalayan mantarlar1 arastirdiklar: bir ¢calismada Emericella
nidulans, Graphiwn putredinis, Eupenicillum javanicum ve Aspergillus flavipes tiirlerinin aromatik
hidrokarbonlarin asimilasyonunda aktif oldugunu goézlemislerdir ve toprak kokenli Pseudomonas tiirii
baz1 bakteriler (P. putida) ham petroliin baz1 fraksiyonlarimi parcalama yeteneginde olduklarini
agiklamislardir. Jurgensen vd., (2000) petrol ile kirlenmis topraklarda kompostlama g¢alismasindan
elde ettikleri izolatlarda 3 numarali kompost uygulamasindan 4 farkli bakteri tiirii tanimlamiglardir,
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 Sphin- gomonas paucimobilis, Sphingobacterium multivorum
ve bir¢ok tanimlanamayan bakteri izolasyonu yapmislardir. Obire ve Okudo (1997), Bailey vd., (2002),
yaptiklar: ¢alismada, mikroorganizma popiilasyonlarinin petrol ile kirlenen ¢evrede nispeten temiz
cevredeki mikroorganizmalardan farkli oranda bulunduklarini agiklamiglardir. Bailey vd., (2002)e
gore toprak mikrobiyal varlii; toprakta besin maddesi dongiisiinden ve tasinimindan sorumludur ve
bu mikrobiyal varlig1 toplam ekstrakte edilebilir fosfolipit yag asiti (PLFA) yontemi ile belirlemislerdir
Kishore ve Ashis, 2007) 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. 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'tin %50 diizeyinde ayrisma sagladigini kaydetmislerdir.

Petrol ve petrol iiriinlerinin (PPU) biinyesini olusturan belirli hidrokarbonlara veya hidrokarbon
gruplarina yonelip kisa siirede onlar tiiketerek bulundugu ortamdan uzaklagtiran mikroorganizmalar
tizerine yapilmis ¢ok sayida arastirma bulunmakla birlikte toprak mikroorganizmalar: kullanilarak
toprakta hidrokarbon ayrismasmin etkin bir sekilde giderilip giderilemeyecegi noktasindaki bilgi
birikimimiz hentiz smirhdir. Ayrica bu tiir mikroorganizmalar veya mikroorganizma karisimlari
diinyanin farkli cografyalarinda, farkli ¢evresel kosullar altindaki toprak ekosistemlerinde
incelenmistir. Tiirkiye sirlari iginde PPUne bagh kirliligin giderilmesi konusunda iilkemizin
bulundugu cevresel kosullarda, laboratuvar ve arazi ¢aligmalar ile test edilmesi gerekmektedir. Bu
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baglamda arastirmanin temel hedefi, gelecekte ortaya cikabilecek petrol ve benzeri organik
kirleticilerin ortadan kaldirilmasinda faydalamilabilecek bir yontem ve materyal gelistirmektir. Bunun
i¢cin temel olarak petrol ve benzeri organik kirleticilerin elimine edilmesinde ekonomik ve cevreye
dost “biyolojik iyilestirme (biyoremidasyon)” yaklasimi model alinacaktir. Buna ek olarak baslangig
ve final topraklarinda bulunan yag asidi profilini ortaya koymaktir. Bu amaca yonelik olarak
laboratuvar kosullarinda olusturulan ii¢ temel biyoremidasyon uygulamasimin (biyolojik ¢ogalim,
biyolojik uyarim ve bu iki yaklasimin birlesik uygulamasi) ham petrolden kaynaklanan kirliligin
giderilmesindeki etkinligi test edilerek topraklarin yag asidi profilinin ortaya konulmas:
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD (Material and Methods)
Materyal (Material)

Deneysel kirlilik kosullarinin olusturulacag: toprak materyalinin temini

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Ciftligi deneme tarlalarindan
saglanan toprak materyali (yaklasik olarak 40kg, 0-20cm derinlikten alinmistir) 2mm’lik elekten
elenerek laboratuvara getirilmistir.

Kirletici materyal
Ham petrol, Tiirkiye Petrolleri Anomim ortakligi (TPAO)'nin Kirikkale Rafineri tesislerinden
temin edilmistir.

Biyolojik ¢cogalim materyalinin temini (BAK :Bakteri)

i) Batman rafinerisi rafineri atiklar1 biriktirme sahasi, 0-20cm derinlikten alinan 6rnekler: atik1 ve
20-40 cm derinlikten alinan ornekler: atik 2, ii) Adiyaman TPAO petrol kuyular: istasyon i¢i petrol
suyu biriktirme alanindan, iii) Adana’da bulunan “BTC ham petrol yiikleme terminal sahasindan
alinan biitiin 6rnekler analiz asamasina kadar +4°C’de saklanmistur.

Biyolojik uyarim materyali (HFA)
Biyolojik uyarim materyali olarak piyasada satilan HFA olarak kodladigimiz (K- humat) toprak
diizenleyicisi kullanilmaistir.

METOD (Method)

Biyoremidasyon amacli kullanilan topragin hazirlig:

Bu calismada kullamilmak iizere alinan toprak, biyolojik iyilestirme uygulamalar ile ilgili biitiin
Oon denemeler ve hazirliklar tamamlandiktan sonra son deneme kurulmadan bir hafta 6nce alinmis ve
oda sicakliginda korunmustur. Bunun nedeni toprak 6zellikleri miimkiin oldugunca alindig1 andaki
kosullara yakin iken ¢alismaya baslamaktir.

Bakterilerin petrol ile kirlenmis topraklardan izolasyonu

Batman rafinerisi rafineri atiklar1 biriktirme sahasi, ii) Adiyaman TPAO petrol kuyular istasyon
i¢i petrol suyu biriktirme alanindan ve iii) Adana’da bulunan “BTC Ceyhan Ham petrol yiikleme
terminal sahasindan alinan 6rneklerde izolasyon amagh asagidaki islemler yapilmistir.

10 gr toprak ornegi, 1 g KNOs, 0,2 g MgSOs, 0,1 g NaCl, 0,1 g CaCl2 g, 1 g K:HPOs igeren 1 L
besiyerine %1 oraninda ham petrol: Triton-X-100 emiilsifor (1:1) ilave edilerek 3 giin boyunca 28°C’de
180 dev/dak.’da inkiibasyona birakilmistir. 3. giin sonunda bu besiyerinden 10 ml alinarak tekrar ayni
bilesenleri igeren taze ortama alinmistir (Rojas-Avelizapa vd., 1999; Erdogan, 2010; Erdogan vd.,
2011,).
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izole edilen bakterilerin MIS (Mikrobiyal Tanimlama Sistemi) tanimlamas1

Saf biyoremidasyon bakteri kiiltiirlerinde yapilan FLYA analizi Miller ve Berger, (1985) tarafindan
bildirildigi gibi Mikrobiyal Tanimlama Sistemi (Microbial Identification System-MIS; MIDI, Inc.,
Newark, DE) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu sistem, genetik olarak ayni olan
mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag asitlerinin sayisi, gesitliligi ve % olarak miktarlarinin (yag
asidi profili) ayni olup gevre kosullar1 ayni oldugu siirece degismemesini esas almaktadir (Sahin, 1997;
Sahin vd., 1999; Erdogan vd., 2011).

Biyoremidasyon Uygulamalar

Deneysel kirlilik kosullarin hazirlanmasi

Firin-kuru kosullarda 1000 gr'lik plastik saksilara tartilan ve su tutma kapasitesinin %50’si
diizeyinde nemlendirilen toprak Ornekleri on giin siire ile 25°C’de on-inkiibasyona alinmustir. Uc
giinliik 6n-inkiibasyon sonunda agirlik bazinda %1 (w/w) diizeyinde ham petrol homojen bir sekilde
uygulanarak toprak oOrnekleri kirletilmigtir. Orneklerdeki mikrobiyal aktivitenin petrol ilavesi
sonrasindaki yeni kosullara uyum saglamasi agisindan 3 — 4 giin siireyle, 25°C’'de inkiibe edilmistir
(Stabilizasyon). Temiz toprak materyali de oda kosullarinda ayni zaman araliklarinda dinlendirilmeye
alinmugtir.

Biyoremidasyon bakterileri karisim kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Sivi kiiltiirde petrol pargalama yetenekleri belirlenerek secilen 6 adet bakteri susu 10 CFU/ml'lik
bakteriyel yogunluk saglandiktan sonra homojen bir sekilde temiz ve kirli topraklara piiskiirtiilerek
uygulanmistir (Erdogan, 2010; Erdogan vd., 2011).

Deneme Deseni

Cizelge 2.1 Deneme Deseni

Uygulama Numarasi | Uygulamalar Uygulamanin Icerigi

1 *BAK + *BE Biyolojik Cogalim,

2 *HFA +*BE Biyolojik Uyarim

3 *BAK + *HFA + *BE Kombine Uygulama (1+2)
4 K+ *BE Kontrol (temel giibreleme)

*BAK: Bakteri Karigimi *BE: Besin Elementi *HFA: Humik Fulvik Asit

Deneme 5’er kilogramlik plastik agz1 kapakli kaplarda kurulmustur. 1, 30, 60, 90. ve 120. giinlerde
orneklemeler yapilmistir. Her 6rnekleme de Ham Petrol ayrismasinin izlenmesi i¢in TPH analizleri ve
kiiltiirel sayim (1., 30., 60., 90. ve 120. giinlerde) ve toprak topluluk yapisinin incelenebilmesi igin
direkt topraktan ekstrakte yontemi ile FLYA metil esteri analizi (1., 30., 60., 90. ve 120. giinlerde)
yapilarak sadece kullanilacak biyoremidasyon bakterilerine 6zgii “indikator-yag asiti metil esteri”
belirlemeleri yapilmistir (Erdogan, 2010).

Biyoremidasyon Uygulamalarinin Etkinliginin Belirlenmesi

Toprakta ham petrol-ayrismasinin izlenmesi

Denemenin 1., 30., 60., 90. ve 120. giinlerinde alinan toprak orneklerinde petrol analizleri,
kromatografik analiz sonuglari (Toplam Petrol Hidrokarbonlar1) ham petroliin ne kadarmin ayristig
mgkg olarak hesaplanmistir. Bu analizler ASE cihazi (Dionex ASE 300) ile TPAO-Arastirma Merkezi
Jeokimya Laboratuvarlarinda yapilmistir (EPA method 3545).
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Kullanilan biyoremidasyon bakterilerinin belirleyici 6zelliklerinin FLYA metil esteri (FAME)
analizi ile belirlenmesi

Laboratuvar kosullarinda ham petrole direngli hale getirilen petrol parcalayan bakterilerin petrol
bulasmis ve bulasmamis toprak ortamlarinda yasam durumlarinin izlenebilmesi icin direkt topraktan
ekstrakte yontemi ile FLYA analizi yapilarak sadece kullanilacak biyoremidasyon bakterilerine 6zgii
“gosterge-yag asiti metil esteri” belirlenmistir. Bu prosediiriin esasi topraktan ekstrakte edilen
mikrobiyal canlilar orta siddette bir alkali-hidrolize maruz birakilarak hiicrelerin parcalanmasi; ester
baglarinin kirilarak yag asitlerinin lipidlerden ayrilmasi ve metil esteri formuna doniistiiriilen yag
asitlerinin gaz kromatografik sistemde (GC) niceleyici (%) ve niteleyici olarak analiz edilmesi seklinde
ifade edilebilir. Bligh ve Dyer, (1959); Sasser, (1990); Zelles vd., (1992); Frostegard vd., (1993); Bossio
vd., (1998); Ibekwe ve Kennedy, (1998)'de bu analiz yontemini kullanarak calismalarina yon
vermiglerdir.

Istatistik Analizler

Aragtirma sonuglar, {izerinde durulan 6zellikler bakimindan tekrarlanan 6l¢iimlii varyans analizi
teknigi ile degerledirilmistir. Tekrarlanan Olclimler zaman faktoriiniin seviyelerinde yapilmis ve tiger
tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Hesaplamalarda “SPSS 12.0”, MSTAT paket bilgisayar programlari
kullanilmistir. Ayrica incelenen parametreler arasindaki korelasyonlar Pearson Korelasyon Testi
uygulanarak degerlendirilmistir. Degerlendirmelerde Winer vd. 1991; Girbliz vd., 2003’den
yararlanilmistir.

BULGULAR
Toplam Petrol Hidrokarbonlarindaki Degisimler (TPH)

120 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca petrol ile kirlenmis topraklara uygulanan BAK, HFA ve
BAK+HFA uygulamalarina iliskin TPH degerleri sekil 3.1’de verilmistir.

O 1.gi
TPH gun
B 30.glin
9000 1 8 0 60.gin
Lo N~ © ™ .
4 & 090.
80001 R o S 9. 8o 3o g~ 3. gun
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Sekil 3.1. Petrol ile kirlenmis topraklara uygulanan Kirli+BAK+BE, Kirli+HFA+BE ve
Kirli+HFA+BAK+BE uygulamalarina iliskin TPH degerleri
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Petrol ile kirlenmis topraklarda TPH ile ilgili varyans analiz ¢izelgesi incelendiginde zaman-
bakteri-HFA {iglii interaksiyonu istatistik olarak onemli bulunmustur (P<0,05). Petrol ile kirletilmis
topraklar1 TPH degerleri agisindan kiyasladigimizda, kontrol harig tiim uygulamalarda zamana bagl
olarak azalma gozlenmektedir. En biiyiik azalma Kirli+BAK+BE topraklarinda gozlenirken en kiigiik
azalma Kontrol topraklarinda gozlenmistir. Uygulama sekilleri kendi aralarinda kiyaslanacak olursa,
inkiibasyon siiresince en yiiksek TPH degeri KirlitBAK+BE topraginda 1. giin (7998 mg.kg') ve en
diisiik deger de KirlitBAK+BE topraginda 120.giinde (4500 mg.kg?) belirlenmis olup, uygulamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak P<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Filauro vd., (1998) yaptiklar1 ¢alismada TPH konsantrasyonunun bakteri uygulamas: ile %48
parcalandigini, Peressuttia vd., (2003) %45,48 oraninda TPH miktarinin azaldigini bildirmislerdir.
Pokethitiyook vd., (2002) Bangok bdlgesinde petrol bulagsmis bir alandan izole ettikleri farklh
bakteriden Acinetobacter calcoaceticus, ve {i¢ Pseudomonas aeruginosa suslarinin (MUO1, MU02 ve MUO03)
%0,5 ham petrol diizeyinde yiiksek derecede ayrisma sagladigini tespit etmislerdir. Dort bakteri
arasindan en iyi olan Acinetobacter calcoaceticus, kirli toprakta 20, 40 ve 30°C gibi farkhi sicaklik
kosullarinda sirasi ile %80,76, %68,86 ve %65,181lik ayrisma degerleri vermistir. Ghazali vd., (2004)
tarafindan yapilan bir diger calisma arastirmamizin kurgusu ve sonuglari ile ¢ok yakinlik
gostermektedir. Arastirmacilar bakteri kiiltiirii koleksiyonundan temin ettikleri ve kirli topraktan
izole ettikleri iki farkli bakteri karistminin topraksiz in vitro kosullarinda birbirine yakin ve yiiksek
petrol parcalama diizeyi gosterdigini belirlemislerdir. Calismalarinda dizel, ham petrol ve makine
yag1 bulasmis toprak kosullarinda ve altmis giinliik bir ink{ibasyon siirecinde test ettikleri bakteri
karisimlarindan kirli topraktan izole edilmis olaninin daha yiiksek bir ayrisma sagladigi ve bu
karisimin igeriginin de agirlikli olarak Pseudomonas spp. ve Bacillus spp. tiirlerinden olustugunu
bildirmislerdir. Diger benzer bir calismada Kishore ve Ashis, (2007), Bacillus subtilis (DM-04),
Pseudomonas aeruginosa (M) ve Glineydogu Hindistanda petrol ile kirlenmis bir bolgeden izole ettikleri
bakterileri topraksiz invitro ve kirli toprak kosullarinda test etmislerdir. 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'tin %50 diizeyinde ayrisma
sagladigini kaydetmislerdir. Benzer sonuglar1 Porta vd. (1998) da bulmuslardir. Diger yandan bagka
arastirmacilar kompleks hidrokarbonlarin, fenollerin, fenantrenin ve benzopirenlerin oksidasyon
iirlinlerinin par¢alanmasinda gram pozitif bakterilerinde genis metabolik yetenek sergilediklerini
bildirmislerdir (Sextone vd., 1978; Song ve Barta, 1990).

izole edilen bakterilerin cins-tiir-takim-familyalari
izole edilen bakterilerin sonuglar1 toplu olarak Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 izole edilen bakterilerin cins-tiir-takim-familyalar1

Bakteri (Cins-tiir) Takim- Familya
Pseudomonas putida Pseudomonadales - Pseudomonadaceae
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonadales - Pseudomonadaceae
Pseudomonas mucidolens Pseudomonadales- Pseudomonadaceae
Acinetobacter genomospecies Pseudomonadales - Moraxellaceae
Stenotrophomonas maltophilia Xanthomonadales - Xanthomonadaceae
Enterobacter hormaechei Enterobacteriales - Enterobacteriaceae
Enterobacter sakazakii Enterobacteriales - Enterobacteriaceae
Citrobacter amalonaticus Enterobacteriales - Enterobacteriaceae
Eschericha coli Enterobacteriales - Enterobacteriaceae
Sphingobacterium multivorum Sphingobacteriales - Sphingobacteriaceae
Aeromonas caviae Aeromonadales -  Aeromonadaceae
Paucimonas-lemoignei Burkholderiales -  Burkholderiaceae
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Fosfo Lipit Yag Asiti Metil Esteri (FLYA-FLME) Sonuclar
Toprak-FLME analizinin degerlendirmesi ¢izelge 3.2 - 3.5 {izerinden yapilmistir ve sonuglarin
yorumlamasi dncesinde toprakta FLME analizinde farkli zamanlarda olgiilebilen indikator yag asidi

sayisi farkli olmustur.

Cizelge 3.2 Petrollii kosullarda bakteri (Kirli+BAK+BE) uygulamasinin él¢iimii yapilabilen yag

asitlerinin zamana gore degisimi

Kirli+BAK+BE
Yag asitleri l.giin | 30.giin | 60.giin | 90.giin | 120. giin
9:0 30H 12,04 - - - -
10:0 - 28,99 - - -
12:0 anteiso - 71,01 - - -
13:0 anteiso - - - - -
14:0 anteiso 12,44 - - - -
15:0 anteiso 16,93 - 100,00 - -
18:1 w9c 17,63 - - - -
17:0 anteiso 9,01 - - - -
18:1 w6,9¢ 7,53 - - - -
18:3 w6c(6,9,12) 7,29 - - - -

Cizelge 3.3 Petrollii kosullarda humik asit ve bakteri (Kirli+tHFA+BAK+BE) uygulamasinin 6l¢iimii
yapilabilen yag asitlerinin zamana gore degisimi

Kirli+HFA+BAK+BE

Yag asitleri 1.giin | 30. giin | 60.giin | 90. giin | 120. giin
10:0 - 13,3 - - -
11:0 4,07 - - - -
12:0 1,88 - - - -
12:0 iso 30OH 3,39 - - - -
12:0 anteiso - 30,64 - - _
13:0 anteiso - 21,68 - - _
15:0 iso 4,77 - - - -
15:0 anteiso 13,35 34,38 100,00 - -
16:0 6,23 - - - -
16:0 anteiso 11,35 - - - -
16:0 iso 7,56 - - - -
16:0 10-methyl 5,47 - - - -
17:1 wbc 7,5 - - - -
17:0 anteiso 6,53 - - - -
18:0 anteiso 10,42 - - - -
18:1 w9c 3,91 - - - -
18:3 w6c(6,9,12) 4,18 - - - -
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Cizelge 3.4 Petrollii kosullarda humik asit (Kirli+tHFA+BE) uygulamasinin 6l¢timii yapilabilen yag
asitlerinin zamana gore degisimi

Kirli+K+BE

Yag asitleri 1.giin 30. giin 60.giin | 90. giin | 120. giin
11:0 anteiso - 21,59 - - -
12:0 anteiso - 29,57 - - _
13:0 anteiso - 21,03 - - -
15:0 anteiso 21,58 27,82 100,00 - -
16:0 anteiso 20,9 - - - -
17:0 anteiso 11,8 - - - -
18:2 w6,9¢ 16,3 - - - -
18:3 w6¢(6,9,12) 10,61 - - - -
19:1 w6,9¢ 18,80 - - - _

Cizelge 3.5 Petrollii kosullarda kontrol (Kirli+K+BE) uygulamasinin 6l¢iimii yapilabilen yag asitlerinin
zamana gore degisimi

Kirli+HFA+BE

Yag asitleri 1.giin 30. giin 60.giin | 90. giin | 120. giin
12:0 anteiso 20,21 24,88 - - -
13:0 anteiso 18,42 16,55 - - -
14:0 anteiso 21,65 8,99 - - -
15:0 anteiso 22,67 22,83 100,00 - -
16:0 anteiso 23,53 22,54 - - -

Bu bilgiler 1s1g1nda tablolara genel olarak baktigimizda, en yogun yag asidi biitiin uygulamalarda
1. glinde goriiliirken zamana bagli olarak azalmis ve 90. ve 120. giinlerde yag asidi tespit
edilememistir (Cizelge 3.2 — 3.5). Kirli+BAK+BE uygulamasinda inkiibasyonun basinda (1.giin) beliren
FLYA sayis1 8 iken, 30 giinde 2’ye, 60. giinde 1’e diismiis ve daha sonraki Sl¢timlerde yag asidi tespit
edilememistir (Cizelge 3.2). Bu uygulamada da bakteri ilavesinden kaynakli olarak FLYA metil esteri
miktar1 1. giinde diger uygulamalara gore daha yiiksek bulunmustur. Kirli+tHFA+BAK+BE
uygulamasinda inkiibasyonun basinda (1.giin) beliren FLYA sayis1 15 iken, 30 giinde 4’e, 60. giinde
1’e diismiis ve daha sonraki dl¢iimlerde yag asidi tespit edilememistir (Cizelge 3.3). Bu uygulamada
tespit edilen FLYA metil esteri say1s1 diger uygulamalardan daha fala bulunmustur. Bunun sebebinin
bakteri ilave edilmesinden kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Zamana gore bu miktar azalmis ve 90.
glinden sonra FLYA metil esteri tespit edilememistir. KirlitHFA+BE uygulamasinda inkiibasyonun
basinda (1.glin) beliren FLYA sayis1 4 iken, 30 giinde yag asidi sayis1 degismemis, 60. giinde 1’e
diismiis ve daha sonraki olclimlerde yag asidi tespit edilememistir (Cizelge 3.4). Kirli+Kontrol+BE
uygulamasinda inkiibasyonun basinda (1.giin) beliren FLYA sayis1 6 iken, 30 giinde 4’e, 60. giinde 1’e
diismiis ve daha sonraki dl¢iimlerde yag asidi tespit edilememistir (Cizelge 3.5).

SONUCLARIN iRDELENMESi

Bu c¢alismanin temel diisiincelerden biri toprakta petrol ve benzeri maddelerden kaynaklanan
kirlilik sartlarin1 ortadan kaldirabilecek mikroorganizmalarin varligini belirlemek ve laboratuvar
kosullarinda etkinligini degerlendirmektir. Biyoremidasyon olarak bilinen ve ¢alismanin basinda
farkli yonleri ile agiklanan uygulamalar, degisik diizeylerde hidrokarbon parcalama yetenegine sahip
mikroorganizmalarin petrol ile kirlenen ¢evresel ortamlarda kullanimina dayanmaktadir. Bu
calismada kullanilan uygulamalarin (biyolojik ¢ogalim, biyolojik uyarim, biyolojik ¢ogalim+biyolojik
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uyarim) biyoremidasyon potansiyelini ortaya koymada baz alinan en 6nemli 6l¢iit, toprakta toplam
hidrokarbonlar bazinda TPH (toplam petrol hidrokabonlar1) miktarlaridir. Zamana gore uygulamalar
arasinda toplam petrol hidrokarbon oraninda en fazla azalma sirasi ile bakteri (BAK+BE)
uygulamasinda, onu bakteri + humik fulvik asit (BAK+HFA+BE) uygulamas: takip etmis, en az
azalma ise kontrol uygulamasinda goriilmiistiir. Toplam petrol hidrokarbonlar: agisindan ¢alismanin
1. ve 120. giinleri dikkate alindiginda biyoremidasyon siirecinin en hizh ilerledigi %56 ile bakteri
(BAK+BE) uygulamasinda ve sonra sirasi ile %30 ile bakteri + humik asit (BAK+HFA+BE) uygulamasi,
%18 yalmizca humik fulvik asit (HFA+BE) uygulamasi, %17 ile kontrol uygulamasi takip etmektedir.
Bu da gostermektedir ki karisim bakterileri kiiltiirii (Pseudomons aeruginosa, Pseudomonas putida biotype
A, Citrobacter-amalonaticus-GC ~ subgroup A, Acinetobacter-genomospecies)TPHIn  parcalanmalar1
bakimindan en iyi sonucu vermistir. Bakteri (BAK+BE) uygulamasinda TPH (Toplam Petrol
Hidrokarbonlari) degerlerindeki azalma diizeylerine bakildiginda en hizli pargalanma 1. - 30. giinler
arast ve 90. - 120. giinler arasinda gériilmektedir. Inkiibasyonun 30. ve 90. giinleri arasinda ise ¢ok az
degisimin oldugu goriilmektedir. Bu durum petrol ayrismasinin siirekli olmadigini ve bazi duragan
donemleri oldugunu gostermektedir. Ayni duragan fazin diger uygulamalarda da oldugunu
gormekteyiz.

Degisik FLYA biyo-indikatorleri, mantar, alg, gr-negatif bakteriler, gr-pozitif bakteriler ve siilfat

indirgeyen bakteriler, spingomonadlar, aktinomisetler gibi toprak mikro-florasimin pekcok iiyesi ile

ilgili bilgi toplamada kullanilmistir. Bu ajan maddeler toprak mikroorganizmalarinin pekgok gevre

olayi ile ilgili olarak gergeklestirdikleri lipid sentezi hakkinda ipugclar1 sagladiklarini belirlenmistir

(Vestal ve White, 1989; White vd., 1996a,b; Venosa vd., 2000). 18:1c9¢’'nin ayn1 zamanda Pseudomonas

spp. bakterilerini temsil eden bir indikator oldugu Olsson ve Persson, (1999) tarafindan bildirilmistir.

Bu calismada Temiz ve kirli topraklara uyguladigimiz bakteri (BAK+BE ve BAK+HFA+BE)

uygulmalarinda 18:1w9c yag asidinin yiiksek degerler gosterdiginden Pseudomonas spp. bakterilerine

0zgli yag asidi oldugunu vurgulayabiliriz. 15:0 iso gram pozitif ve kiikiirt bakterileri icin

indikatordiir (Olsson ve Persson, 1999). Zamana bagh olarak biitiin uygulamalar genelinde azalma

gostermistir. Baska arastirmacilar (i15:0 ve al5:0) gram pozitif bakteriler i¢in biomarkerlarmin

arttigini bildirmislerdir (Ringelberg vd., 2008). 15:0 anteiso yag asidi degerlerinin temiz topraklara

kiyasla petrol ile kirlenmis topraklarda daha fazla oldugu tespit edilmistir. Buna gore petrollii

ortamda gram pozitif bakterilerin varliginin arttigini vurgulayabiliriz. 16:0 doymus yag asidinin

bakterilerin genelinde bulunan bir indikatér oldugunu Pelz vd. 2001 ve Keinanen vd., 2003

bildirmislerdir fakat Kneif vd., (2006) FLYA 16:0'1n karbon ve enerji kaynag: olarak sadece metan

kullanan bakterilere (metanotrof) ozgii oldugunu bildirmistir. Bazi arastirmacilar nl6:1w7c,

nl8:1w9¢c, nl8:1w7c yag asitlerinin gram negatif bakteriler icin biomarkerlarinin arttigini

belirtmislerdir (Ringelberg vd., 2008). Bizim ¢alismamizda belirlenen 18:1w9c derisimleri agisindan

inceledigimizde ortak nokta bakteri (BAK+BE) uygulamalarinda ortaya ¢ikan bir yag asidi olmasi ve

bu FLYA ajani inkiibasyonun baslagicinda yiiksek degerlerde olup inkiibasyonun sonunda azalma

gostermis ve 120. giinde belirlenememistir. Eger 18:1w9¢ Olsson ve Persson, (1999)'nun iddia ettigi

gibi Pseudomonas spp. tiirlerinin bir indikatorii ise bu indikator yag asidi derisimlerinde zamanla

meydana gelen azalmayi ortamdaki hidrokarbon kaynaklarmin azalmasi ile iliskilendirilebiliriz.

18:1w7c ve 18:1w9c’'nin aerobik bakterilere 6zgii ajanlar olup (Parker ve Taylor, 1983; Guckert vd.,

1985) bu yag asitlerini gram negatif bakteri indikatorii olarak gruplandirilirlar. Bundy vd. 2002 petrol

kirliligi olan topraklardan ekstrakte edilen 18:1w9 ve 17:1w8 yag asitlerini gram pozitif bakterilere

atfetmiglerdir 17:0ai yag asidi petrol ile kirlenmis topraklara gore temiz topraklarda daha fazla sayida

gozlenmistir. 18:2w6,9 yag asitleri sayist temiz topraklarimizda daha fazla ekstarakte edilmistir. Bu

yag asitleri yaygin olarak okaryotik organizmalarda bulundugunu (Harwood vd., 1984) ve 16:1wll1c,

16:1wbc, is017:1 ve cyclopropyl 19:0 yag asitlerinin genis olarak toprak bakteri gruplarini temsil

ettigini (Ratledge ve Wilkinson, 1988) bildirmislerdir.
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SONUCLAR:

Tespit edilen FLYA ajanlarinin (yag asitlerinin) gram negatif bakteriler i¢in biomarker olup ve bu
FLYA ajaninin inkiibasyonun baslagicinda yiiksek degerlerde olup inkiibasyonun sonunda ise
meydana gelen azalma ortamdaki hidrokarbon kaynaklarinin azalmasi ile iliskilendirilmistir. Temiz
topraklarda ve petrol ile kirlenmis topraklarda en fazla 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0, 16:1 w7c, 17:0ai,
18:2w6,9, 18:1w9c yag asitleri tespit edilmistir. 18:1w9c yag asidinin yiiksek degerler gosterdiginden
Pseudomonas spp. bakterilerine 6zgii yag asidi oldugunu belirtebilriz. Ulkemiz cografi konumunun bir
yansimasi olarak enerji tasimaciliginin merkezi haline gelmis ve bunun sonucunda birgok boru hatt
projesi tamamlanmis ve veya halen yiritiilmektedir. Bu gelismeler toprak kirliligi riskinide
beraberinde getirmistir. Buna karsin {ilkemizde petrolden kaynaklanan toprak kirliliginin
giderilmesine yonelik bir diizenleme yoktur. Ulkemizde yeni bir konu olan biyoremidasyon
uygulamalarinin kirliligin giderilmesinde ne sekilde kullanilacagi da arastirma kurumlarimizin
bilimsel cabalarina ragmen net olarak cevap bulmus degildir. Tamamlanan bu c¢alisma yukarida
bahsedildigi {izere iilkemizde potansiyel bir sorunun ¢oziimiine 1sik tutacak nitelikte 6nemli bir
calismadir. Bu baglamda orta kiregli, hafif alkali karakterli % 1 (w/w) petrol ile kirletilen topraklarda
en yiiksek petrol ayrismasinin %56 ile bakteri karisimi uygulanmis biyolojik g¢ogalim
(bioaugmentation) uygulamalar1 altinda meydana geldigi ve akilda tutulmasi gereken durum ise
uygulanan ¢ogalim materyalinin yerli bakterilerden olmasidir.

SEMBOLLER
FLYA-FLME : Fosfo lipit yag asidi- Fosfo lipit metil esteri
PLFA-FAME : Phospholipid fatty acid- Fatty asit metil esteri
PPU : Petrol ve petrol iiriinlerinin
TPAO : Tiirkiye Petrolleri Anomim Ortaklig:
TPH : Toplam Petrol Hidrokarbonlari
MIS : Microbial Identification System (Mikrobiyal Tanimlama Sistemi)
ASE : Dionex ASE 300 -Petrol hihrokarbonlar1 6l¢iim cihazi
EPA method 3545 : Uluslar arast ASE metodu ASE Sistemi
GC : Gaz Kramatografisi
BTC : Bakii-Tiflis-Ceyhan petrol boru hatt1
HFA : Humik Fulvik Asit
BAK : Bakteri
BE : Besin Elementi
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