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Aragtirma

Petrol ve Petrol Tiirevlerinin Gideriminde Marmara Denizi
ve Karadeniz’den Izole Edilen Bakterilerin Biyolojik
Iyilestirme Potansiyelinin Degerlendirilmesi
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Amag: Kirletici ozelliklerinden dolayr canlihigr onemli olgiide
etkileyen, ham petrol ve tiirevlerinin dogal kaynaklardan
uzaklastirilmast ¢ok onemlidir. Bakteriler vasitastyla kirleticilerin
ortamlardan uzaklastirilmast ve/veya daha az toksik/toksik
olmayan formlara doniistiiriilmesi yani “biyoremediasyon”
calismalart onemli bir yer tutmaktadir. Bu ¢alismada, Marmara
denizi ve Karadeniz’den izole edilmis 698 deniz bakterisi izolatinin
petrol ve petrol tiirevlerini par¢alama yeteneklerinin taranmasi ve
bu yetenege sahip bakterilerin belirlenmesi amaglanmuistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu baglamda ilk olarak, petrol parcaladigi
belirlenen ve secilen 7 izolat, daha biiyiik olgeklerde ve farkl
konsantrasyonlarda ham petrolle 30 giin boyunca inkiibe edilmis,
petrol tabakast kalinligi milimetrik olarak her giin olgiilmiis ve
goriilen fiziksel, morfolojik degisiklikler not edilmistir. Deneme
sonuglarina gore en yiiksek petrol konsantrasyonlarinda bile
par¢alanmanmin ve biyolojik canliligin oldugu tespit edilmistir.
Deneme sivilari gaz kromotografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
analizine alimmustir. Calismamin son asamasinda 7 izolat on
tamimlanma i¢cin VITEK 2 Kompakt Otomatik Tamimlama
Sistemi’yle test edilmistir

Bulgular: Deney sonuglari, tiim tiirlerin en yiiksek petrol
konsantrasyonlarinda bile yasayabildigini ve petrolii par¢aladigint
gostermigtir. Petrol tabakasi kalinligindaki en fazla incelme
swrasiyla 333 A87 ve 331 izolatlart ile gerceklesmigstir. Calisilan
deneme ortamlaruin tamaminda, parc¢alanma iiriinlerinden
Kuinolin (C9H7N) varligt belirlenmigtir. VITEK sistemi ile 5
izolatin Serratia plymuthica, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae subsp. ozaenae, Staphylococcus lentus, Staphylococcus
sciuri olarak on tanmimlamast yapilnugtir. Boylece denizlerimizde
olusabilecek  petrol  kirliliginin  biyoremediasyonunda
kullanilabilecek aday bakteriler belirlenmistir.

Sonug: Bu calisma Marmara ve Karadeniz’de mevcut bakterilerin
biyoiyilestirmede kullanabilirligini gostermesi agisindan dzgiin ve
oncii ¢alismalardan birini olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyoremediasyon, deniz mikrobiyolojisi, ham
petrol, petrol kirliligi

ABSTRACT

The Evaluation of Biological Remediation Potential of Bacteria
Isolated from Marmara and Black Sea for Degradation of Crude
0il and Oil Derivatives

Objective: Decontamination of petroleum and its derivatives from
natural sources is a very critical task due to highly polluting
properties of the petroleum. Removal or conversion to different less
toxic or non-toxic forms of oil hydrocarbons via bacteria, known as
“bioremediation” has become an important research area. In this
study, the aim was to determine the bacteria which have the abilty
of degradation of oil and oil derivatives by scanning strains of 698
marine bacteria isolated from Marmara and Black Sea.

Material and Method: Within this context, firstly, 7 selected
isolates known to degrade oil were incubated for 30 days at
different concentrations and larger scale in crude oil and thickness
of the oil layer in millimetres and morphological changes observed
were recorded on a daily basis. After 30 days of experimental
period, samples were prepared for gas chromatography-mass
spectrometry analysis. In the last phase of the study, seven
bacterial isolates were tested by the VITEK 2 Compact Automatic
Identification System for pre-identification.

Results: Based on experimental results, bacteria were able to survive
and degrade the crude oil even at the highest petroleum concentrations.
The highest reduction in the petroleum layer thickness was observed
for 333, A87 and 331 isolates. Quinoline (C9H7N) was detected as the
degradation product of petroleum, in all isolates. VITEK system
predefined 5 isolates including Serratia plymuthica, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae, Staphylococcus
lentus, and Staphylococcus sciuri. As a result the candidate bacteria
that may be used for biological remediation of pollution of our sea
arising from oil have been determined.

Conclusion: The study is one of the original and pioneering works
in terms of showing that existing bacteria in Marmara and Black
Sea can be used for bioremediation purposes.

Keywords: Bioremediation, marine microbiology, crude oil, oil
contamination
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GIRIS

Tiirkiye, cografi konumu nedeniyle deniz
kokenli kaynaklar1 ve deniz yollarin1 tarih
boyunca kullanmigtir ve kullanmaktadir. Bu
nedenle, Marmara denizi ve Karadeniz gemi
tasimacilif1 kaynakli pek ¢ok kirletici etkene
ve Istanbul-Kocaeli gibi biiyiik sehirlerin evsel
ve endiistriyel atiklarina maruz kalmaktadir.
Deniz trafigi nedeniyle petrol tankerlerinin
olas1 kazalaria da gahit ve agik olan bu deniz-
ler, deniz kirliligi acisindan risk altinda olan
bolgelerdirV. Petrole bagl cevre kirlenmesin-
de, petrole bulanmis bdlgenin geri kazanilmasi
uzun zaman alan yorucu ve maliyetli bir
stirectir’*. Son yillarda giindeme gelen ve kul-
lanilmaya baglayan, biyolojik iyilestirme (biyo-
remediasyon), bu siireci kisaltan ve daha ucuz
bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
calismada Marmara denizi ve Karadeniz’den
izole edilmis deniz bakterisi izolatlarinin petrol
ve petrol tiirevlerini parcalama yeteneklerinin
taranmasi ve bu yetenege sahip bakterilerin
belirlenmesi amaclanmistir.

Petrole bagli cevre kirlenmesi, ham petrol ve
ham petrolden elde edilen benzin, gazyagi,
mazot gibi maddelerin olusturdugu kirliliktir.
Ham petroliin bilesimini; biiyiik oranda karbon
ve hidrojenden meydana gelen hidrokarbonlar
ile degisen ama diisiik miktarlarda bulunan, yiiz-
lerce farkli madde (kiikiirt, azot, oksijen, metal-
ler) olusturur®. Biyolojik iyilestirme ¢aligmala-
rimin dikkat ¢ekici ilk 6rnegi Alaska’da, 1989
yilinda meydana gelen Exon Valdez kazasidir.
Kaza sonrasi Prince William Sound adalar1 ve
Alaska korfezi kiyilarmin %15inin petrolle
kaplanmasi sonucu ortamdaki petroliin uzaklag-
tirilmasi i¢in ayni ortamdan izole edilen bakteri-
ler Pseudomonas spp., Vibrio spp., Alcaligenes
sp. ve bunlarin karigik kiiltiirleri kullanilmig ve
bagarili sonuglar alinmigtir®>®. Bu basart, biyolo-
jik 1iyilestirme alaninda caligmalara ayri bir
onem kazandirmistir.

Dogada kompleks molekiillerin parcalanmasi,
biyolojik parcalanma (biyodegradasyon) olarak
kendiliginden devam ederken, insan eliyle
yapilan degisiklikler de ortam sartlarinda bu
olguyu hizlandirilabilmekte ve biyolojik iyiles-
tirme caligmalariolarak karsimiza¢ikmaktadir®.
Biyolojik iyilestirme, kontamine olmusg toprak,
sediment, su ve benzeri ortamlarin iyilestiril-
mesi veya temizlenmesi amaciyla canli orga-
nizmalarin veya enzimlerinin, s6z konusu orta-
ma aktarilmasi ya da ¢evresel kosullarin ayar-
lanmasiyla endojen faunanin yikim oraninin
arttirtlmast  gibi islemleri kapsayan bir
yontemdir-7?,

Petrol ve petrol tiirevlerinin biyolojik olarak
parcalanmasi dogada kendiliginden 5-10 yilda
olurken, ortama nutrient ve/veya bakteri ilavesi
ile miidahale edilerek yapilan biyolojik iyilestir-
me calismalart ile 2-5 yil gibi daha kisa siireler-
de gerceklesebilmektedir®. Petrol kirliligini
onlemede fiziksel ve kimyasal yontemler olmak-
la beraber, bu yontemler hem yeterli giderim
gerceklestirememekte hem de ¢ok zahmetli ve
pahali olmaktadir. Bu yontemlerin aksine dogal
bir yontem olan biyolojik iyilestirme maliyeti
az, daha pratik ve hizli uygulanabilecek bir
yontemdir®-1%,

Biyolojik iyilestirme; mikroorganizmalarin
kirleticileri bulunduklar1 ¢cevreden almalar1 ve
bu kirletici maddeleri, biiylime ve metabolik
faaliyetleri icin kullanmalar1 esasina dayanir.
Bu amacla mikrobiyal biiylime ve metabolik
aktivite i¢in en uygun sartlarin saglanmasi
gereklidir"®. Mikroorganizmalarin metabolik
aktivitelerini ve biiylimelerini optimize etmek
i¢cin ilk asamada; nem, oksijen ve sicaklik gibi
cevresel faktorler, karbon, azot ve fosfor gibi
besin istekleri, oksidasyon i¢in uygun elekt-
ron alicisinin varligina bagli olan kosullarin
diizenlenmesi gereklidir. Buna ek olarak, biyo-
lojik iyilestirme faaliyetlerinin devam ettigi
cevresel ortamdaki toksik-kirleticilerin mikta-
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r1, rekabet¢i mikroorganizmalarin olmamasi,
ortamdaki bakterilerin metabolik dekompozis-
yon farkliliklarinin  bilinmesi de c¢ok
onemlidir"®'Y. Ayrica, hidrokarbonlarin par-
calanmasinda gorev alan bakterilerin tanim-
lanmasi ve bu bakterilerin o6zellikle “olasi
kirlilik uzaklagtirma caligmalarinda kullanila-
cak sahanin dogal izolatlar1” olmasi, iyilestir-
me hizi lizerinde c¢ok Onemli etkisi olan
kriterlerdir®. Yapilan literatiir tarama caligma-
Achromobacter, Acinetobacter,
Arthrobacter,
Flavobacterium, Burkholderia, Enterobacter,

larinda
Alcaligenes, Bacillus,
Nocardia ve Pseudomonas spp. gibi su“’ ve
toprakta' 4679 yasayan bakteri tiirlerinin petrol
hidrokarbonlarini karbon ve enerji kaynagi ola-
rak kullanip biyolojik par¢alanmaya ugrattigi
bildirilmigtir 146721218

Tiirkiye’de sinirli sayidaki deniz bakterilerine
yonelik caligmalarda bakterilerin polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin (PAH) parcalanma-
sina etkisini irdeleyen"”, sintine sulari ile
Marmara denizine gelen ve giren bakterileri
inceleyen'” ve PAH’larin Marmara denizi
bakterileri iizerindeki Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlarinin (MIK) belirlenmesi®
caligmalar1 bulunmaktadir. Ayrica Marmara
denizindeki PAH ve PCB kirliligi
hakkindaki’*?? ve 6zellikle Volgoneft 24871
gemisi kazasinin Marmara denizine ve kiyila-
rina etkilerine dair yapilan ¢evre caligmalari
mevcuttur. Ancak kendi denizlerimizdeki
temiz ortamda bulunan deniz bakterilerinin,
olas1 bir kazada ortama yayilmasi olasi ham
petrolii ve petrol tiirevlerini parcalama yete-
nekleri hakkinda bir ¢alisma bulunmamakta-
dir.

Bucalismada,Marmaradenizi ve Karadeniz’den
izole edilen bakteri tiirleri, petrol ve petrol
tirevlerini parcalama yeteneklerinin olup-
olmadiginin belirlenmesi amact ile incelenmig-
tir.
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GEREC ve YONTEM
Kullanilacak izolatlarin secilmesi

Bu calismada kullanilan izolatlar Giil-Seker®?
doktora tezi igin Istanbul Universitesi Deniz
Bilimleri ve Isletmeciligi Enstitiisii'ne ait R/V Arar
Gemisi personeli ve Gebze Teknik Universitesi
Cevre Miihendisligi Boliimii’niin yiiriittiigli proje
kapsaminda Marmara denizi ve Karadeniz’den,
10-100 m arasindaki degisen derinliklerde, sehir
desarji ve kimyasal kirlilik almadig1 belirlenmig
istasyonlardan alinan deniz suyu Orneklerinden
izole edilmis 698 deniz bakterisinden secilmistir.
Bu izolatlara MacNaughton ve ark.?®, Peressutti
ve ark.?”, Mashreghi ve Marialigeti’nin® calig-
malarinda rapor edilen petrol ve tiirevlerini parca-
layabilen bakterilerin genellikle Gram negatif,
oksidaz negatif ve katalaz pozitif Ozelliklerde
olduklart bilgisine dayanarak adi gecen 6zellikler
acisindan tarama yapilmig ve soz konusu ozellikle-
ri tagtyan 31 bakteri on ¢aligma icin secilmisgtir.

Secilen izolatlarin ham petrole toleransinin sap-
tanmasinda literatiirle uyumlu olarak, Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) testi
kullanilmigtir®'”, Buna gore, her bir plakta 12
farkli izolat, toplamda 31 izolat, her bir izolat
icin ham petroliin 6 farkli diliisyonu (%0.5, %1,
%5, %10, %25 ve %50 ham petrol) test edilmis-
tir. Her bir izolat icin bakteri olan, petrol olma-
yan (negatif) ve petrol olan ama bakteri olmayan
(pozitif) kontroller olusturulmustur (Sekil 1).

Farkli petrol konsantrasyonlarini iceren kuyu-
cuklarda en fazla renk acilmasi gosteren izolat-
lar c¢alismanin Ornekleri olarak secilmistir.
Secilen 7 ornek, 81, 114, 140, 331, 333, A23 ve
A87 kodlari ile tanimlanan izolatlardir.

Secilen izolatlarin biiyiik 6lcekli petrol parca-
lama testi

Mikroplaklarda (V Taban, Greiner Bio-One,
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Sekil 1. Marmara denizi ve Karadeniz izolatlarindan secilen 31 izolatin, ham petrolii parcalama kabiliyetlerinin; %0.5, %1, %5, %10,
%25 ve 50 oranlarida ham petrol iceren besiyeri icerisinde, pozitif ve negatif kontroller ile mikroplakalarda irdelendigi 6n deneme
sonuclari, renk acilmasinin en fazla oldugu Izolatlardan 7’si (—) biiyiik 6lcekli deneme icin secilmistir.

Avusturya) %0.5, %1, %S, %10, %25 ve %50
ham petrol konsantrasyonlarinda secilen 7 izolat,
biiyiik olcekli ¢alismada kullanmak iizere 2 ml
Triptik Soy Broth (TSB, Merck #1.04459) i¢inde
on kiiltiire ve daha sonra 10 ml TSB i¢inde dene-
me kiiltiiriine alinarak, uygun inkiibasyon sicakli-
&1 30°C ¢ogaltilmistir. Hazirlanan 6rnekler yine
30°C sicak odada calkalayict (INFORS HT
Labotron, Isvicre) iizerinde 200 rpm’de calkala-
narak 24 saat bilylimeye birakilmigtir.

Biiyiik olgekli ¢alismada biitiin 6rneklerin ayni
yogunlukta bakteri icermesi ve bakterilerin pet-
rol parcalamaya ayni sartlarda baglamasi igin
optik yogunluk (OD600) (Bio-Rad SmartSpec
3000, ABD) esitlenerek her biri 250 ml erlenma-
yerlere (ISOLAB, Almanya) i¢inde son hacmi
100 ml ortam ve 1’e 1.5 havalandirma orani
olacak sekilde, ham petrol ve TSB iceren ortama
ekilmistir. Biiyiik 6l¢ekli denemede, secilen her
bir izolat i¢in 6n denemeden farkli ham petrol
konsantrasyonlar1 iceren (%5, %25, %50 ve
%75 ham petrol iceren) deney diizenekleri kurul-
mustur. Her bir diliisyon i¢in birer tane bakteri
olan, petrol olmayan (negatif) ve petrol olan
ama bakteri olmayan (pozitif) kontrol erlenma-
yer ortamlar1 hazirlanmigtir (Sekil 2).

Ham petroliin %5, %25, %50 ve %75 konsant-
rasyonlar1 igceren erlenmayerlerde, 30 giin
boyunca, 22-25°C oda sicakliginda kalan izolat-
lardan, giinliik petrol katmant kalinlig1 6l¢iimle-
ri yapilmistir. Biiyiik 6lcekli ham petrol biyolo-
jik iyilestirme denemesinin tamamlanmasini
takiben, Once deneme ortamlarinda kalan ham
petrol steril kabin (Niive MN 090, Tiirkiye) i¢in-
de, vakum filtre sistemi (ISOLAB, Almanya) ve
steril kaba filtre kagitlart yardimi ile ayrilmistir.
Sonra bakteriler deneme ortamlarndan 0.45 ym
por ¢apl seliiloz nitrat filtreler (Sartorius AG,
Almanya) yardimiyla ile, steril kabin (Niive MN
090, Tiirkiye) icinde, vakum filtre sistemi
(ISOLAB, Almanya) ile ayrildi. izolatlarin top-
landi81 0.45 pm por capli seliiloz nitrat filtreler-
den (Sartorius AG, Almanya) steril kabinde, ates
yaninda ve steril 6ze ile alinan 6rnekler, Triptik
Soy Agar (TSA, Merck #1.05458) igeren petri
plakalarma (ISOLAB, Almanya), kesisen ¢izgi
yontemiyle ekilmistir. Uygun sicaklik sartlarin-
da ve siiresinde inkiibasyonu (Binder, ABD)
takiben, izolatlarin durumu irdelenmistir.

Deneme erlenmayerleri icerisinde kalan sivi,
ham petrol bilesenlerinin irdelenmesi amaciyla,
Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektrometresi
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(GC-MS) i¢in siizme iglemi basamaklarina alin-
migtir.

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
(GC-MS) analizleri

Orneklerin ham petrolii pargalayip parcalamadi-
ginin kimyasal olarak belirlenmesi i¢in deneme
sonrasinda elde edilen, bakteriden ve ham pet-
rolden arindirilmig siiziintiiler, Toplam Petrol
Hidrokarbon (TPH) analizi icin (-) kontrol olan
besiyeri ve (+) kontrol olan ham petrol ile birlik-
te GC-MS analizlerine alinmistir. Buzdolabinda
(+4°C) korunan ornekler soguk zincir ile kroma-
tografik analizler icin Gebze Teknik Universitesi
Cevre Miihendisligi Boliimii’de Gaz Kromato-
grafisi  (Agilent 6890N, ABD) Kiitle
Spektrometresi (Agilent 5975C, EI Kiitle Secici
Dedektor (MSD), ABD) cihazi kullanilarak ana-
liz edilmislerdir.

Orneklerin GC/MS analizi kapiler kolon (HP-5ms,
15 m, 0.25 mm, 0.25 um) kullanilarak yapilmis-
tir. Firin 40°C’de iken analize baglanmig olup
20°C/dakika ile 180°C’ye cikarilip 2 dakika
bekletildikten sonra 10°C/dakika ile 310°C’ye
cikarildi ve o sicaklikta 4 dakika bekletilerek
analiz sonlandirilmigtir.

izolatlarin VITEK ile 6n tanimlanmasi

Calismada kullanilan ve Gram boyamasi yapi-
lan 7 0Ornek, Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii’nde bulunan VITEK 2® (VITEK 2
Compact 30, BioMérieux, Fransa) otomatik
tanimlama sistemi ile tiirleri hakkinda genel
bilgi edinilmesi amaciyla test edilmistir. VITEK
2 otomatik tanimlama sistemi bakterilerin Gram
boyama 6zelliklerine bagli olarak Gram negatif
fermentasyon yapan ve yapmayan basil tiirleri-
ni (Gram-negative fermenting and non-
fermenting bacilli, GN), tanimlamak igin 47
adet biyokimyasal tabanli test uygulayan, Gram
pozitif kok ve spor olusturmayan basilleri
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belirlemek i¢in (Gram positive cocci and non-
spore-forming bacilli, GP) 43 adet biyokimya-
sal tabanli test uygulayan ve son olarak Gram
pozitif spor olusturan basil formunda bakterile-
ri belirlemek icin 46 adet biyokimyasal tabanl
test uygulayan kartlara sahip bir otomatik bak-
teri tanimlama sistemidir. Tanimlama sonucla-
r1, her bir teste ait (+) ve (-) sonuglarin deger-
lendirilmesi ile yapilir. Degerlendirme sonucla-
rint olasi (%96-99 olasilikla), cok iyi (%93-95),
iyi (%89-92), kabul edilebilir (%85-88), zayif
ayirim ve tanimlanamadi (%0-84) olarak verir.
Son yillarda bakteri tanimlama kiitiiphanesi
gelistirilerek hayvan ve bitki patojen bakterile-
rine ek olarak su, hava ve toprak bakterilerinin
tiir diizeyinde tanimlanmasinda, diger bir deyis-
le ¢cevre mikrobiyolojisi caligmalarinda da kul-
lanilmaya baglanan, hizli bir mikroorganizma
tirleri tanimlama yontemidir®®. Elde edilen
sonuglarin dogrulugu ve kontrolii acisindan
molekiiler  yontemlerle
Onerilir®2226,

desteklenmesi

BULGULAR

Mikroplakalarda yapilan on denemede, inokii-
lasyon adimini takiben %50 ham petrol %50
besiyeri iceren kuyucuklardan itibaren en fazla
renk acilmasi goriilen 7 bakteri izolati, biiyilik
Olcekli deneme icin secildi. Bu ornekler; 81,
114, 140, 331, 333, A23 ve A87 olarak belirlen-
di (Sekil 1).

Secilen izolatlar sonra %5, %25, %50 ve %75
petrol orani iceren biiylik 6l¢ekli deney diize-
negi icerisinde 30 giin biiyiitiilmiis ve bu siire
zarfinda petrol tabakasi kalinliklar1 giinliik ve
milimetrik olarak olcililmiistiir. Besiyeriler de
kontrolden farkli olarak goriilen bulaniklik
(Sekil 2) ve milimetrik degisen, artan ve/veya
azalan petrol katmani kalinliklar1 degerlendi-
rilmig, elde edilen veriler Excel (Microsoft,
2010) bilgisayar programina aktarilarak ince-
lenmistir (Grafik 1A-G).
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izolat Kodu %5 Ham Petrol + %95 Besiyeri | %25 Ham Petrol + %75 Besiyeri | %50 Ham Petrol + %50 Besiyeri | %75 Ham Petrol + %25 Besiyeri

IK1-81

iK2-114

IK2-140

iK3-331

iK3-333

K-A23

K-A87

Sekil 2. Mikroplakalarda secilen 7 izolatin, ham petrolii parcalama kabiliyetlerinin; %5, %25, %50 ve %75 oranlarinda ham petrol
iceren besiyeri icerisinde, negatif kontrol erlenleri ile 30 giin 6lciildiigii deneme sonuclari, negatif kontrol erlenmayerleri sadece ham

petrol ve besiyeri icermektedir, bakteri icermemektedir.

Buna gore, izolat A23 %75 ham petrol konsant-
rasyonlart iceren erlenmayerlerde 17 mm’lik
petrol tabakasi kalinligini 16 mm’ye indirmis 30
gilin sonunda ham petrol tabakasinin kalinligini
Imm ve %50 ham petrol konsantrasyonu iceren

erlenmayerlerinde 13 mm’lik petrol tabakasi
kalmligmi 11 mm’ye indirmis 30 giin sonunda
ham petrol tabakasinin kalinligint 2 mm azalt-
mistir. Buna karsin %25 petrol konsantrasyonun
da ham petrol tabakasi kalinlig1 deneme sonunda
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Grafik 1. Ham petrolii parcalama kabiliyetine sahip 7 izolatin (A-G) farkl petrol konsantrasyonlari iceren erlenmayerlerde yapilan
30 giinlitkk deneme siiresinde milimetre (mm) olarak olciilen ham petrol tabakas1 kalinliklari.

6 mm’den 8 mm’ye, %5 ham petrol konsantras-
yonunda petrol tabakasi kalinlif1 2 mm’den 5
mm’ye artis gostermistir (Grafik 1A). Izolat 81
ise %75 petrol konsantrasyonun da, ham petrol
tabakasi kalinligr deneme boyunca ayni kalmig-
tir. Bu izolatin diger konsantrasyonlarindan %50
ham petrol konsantrasyonunda petrol tabakasi
kalinliginda 13 mm’den 14 mm’ye, %25 petrol
konsantrasyonda 6 mm’den 11 mm’ye, %5 ham
petrol konsantrasyonunda 2 mm’den 7 mm’ye
artis Olciilmiistiir (Grafik 1B). Izolat 114; %75
ham petrol konsantrasyonlar1 iceren erlenmayer-
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lerde 17 mm’lik petrol tabakasi kalinligini 15
mm’ye indirmis, 30 giin sonunda ham petrol
tabakasimnin kalmhigmi 2 mm azaltmistir. Ayni
izolatin %5 ham petrol konsantrasyonu igeren
erlenmayerinde ise 2 mm’lik petrol tabakasi
kalinligimi 30 giin sonunda neredeyse 0 mm’ye
inmis yani tamamen parcalanmigstir. Bununla
beraber, %50 ham petrol konsantrasyonunda
petrol tabakasi kalinligr once 13 mm’den 17
mm’ye c¢ikmig sonra denemenin 10. giini 14
mm, 14. giinii de 13 mm’ye diismiistiir. Benzer
olarak ayni izolatin %25 ham petrol konsantras-
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yonun da petrol tabakasi kalinlig1 6nce 5. giin 6
mm’den 8 mm’ye, 12. giin 9 mm’ye, 15. giin 10
mm ¢iktig1 gozlenmis, sonra 20. giin 9 mm’ye,
25. giinde 8 mm diistiigii belirlenmistir (Grafik
1C). Izolat 140 yalmzca %50 ham petrol kon-
santrasyonu iceren erlenmayerdeki petrol taba-
kas1 kalinligint 13 mm’den 11 mm’ye diigiirmiis
ve 30 giin sonunda 2 mm azalma gdstermistir.
Buna karsin, %5 ve %25 ham petrol konsantras-
yonlarinda, petrol tabakasi kalinliklarinda artis-
lar gostermistir (Grafik 1D). Izolat 331 ham
petrol miktart yetmedigi i¢in yalnizca %75 ve
%25 ham petrol konsantrasyonlarinda g¢alisila-
bilmistir. Buna gore, %75 ham petrol konsant-
rasyonunda, petrol tabakasi kalinligim1 17
mm’den 14 mm’ye indirmis ve 30 giin sonunda
3 mm azalma ile en fazla incelmeyi géstermistir.
%?25 ham petrol konsantrasyonu iceren erlenma-
yerinde ise petrol tabakasi kalinlig1 6 mm’den 5
mm’ye yalnizca 1 mm incelme gostermigtir
(Grafik 1E). Izolat 333 %75 ve %50 ham petrol
konsantrasyonlarindaki petrol tabakasi kalinligi-
n1 deneme sonunda 1’er mm azaltmis %5 ve
%25 ham petrol konsantrasyonlarindaki petrol
tabakasi kalinliklarinda ise artis gozlenmisgtir
(Grafik 1F). Izolat A87 ise %75 ham petrol kon-
santrasyonundaki petrol tabakasi kalinliginda 1
mm, %50 ham petrol konsantrasyonunda 2 mm
ve %5 ham petrol konsantrasyonunda 1 mm
azalma sergilemistir. %25 ham petrol konsant-
rasyonundaki erlenmayerde ise petrol tabakasi
kalmligr 6 mm’den 8 mm’ye artig gostermistir
(Grafik 1G). Farkli ham petrol konsantrasyonla-
rinda goriilen bu ham petrol tabakasi kalinlik
artiglari, bakteri izolatlarinin olusturdugu son
derece yogun, kivamli mukus yapist ile iligkilen-
dirilmistir.

Secilen 7 bakterinin, %5, %25, %50 ve %75
ham petrol konsantrasyonlari igeren ortamlarda,
30 giin disaridan herhangi bir besiyeri ve/veya
katkir maddesi eklenmeden, bulaniklik artig1 ile
yasamlarma devam edebildikleri goriilmiistiir.
Deneme sonlandirildiktan sonra, ortamdan yon-

tem boliimiinde belirtildigi sekilde ayrilan, TSA
(Merck #1.05458) ekilen ve uygun sicaklik ve
inkiibasyonu (Binder, ABD) biiyiitiilen izolatla-
rin tamaminin yeniden koloni olusturdugu, mik-
roskobik ve gorsel olarak Gram boyama, oksi-
daz testi, katalaz testi, hiicre sekli ve koloni sekli
ile (gosterilmemis veri) belirlenmistir. Bu sonug,
ham petrol gibi bir toksik ve kirletici!®!" mad-
deye ragmen, tiirlerin ham petrolde yasadiklarini
ve hala canli olduklarini dogrulamistir. Bu durum
secilen bakterilerin, ham petrolii metabolize
edebildiginin bir diger gostergesi olarak kabul
edilmistir.

Ham petroliin biyolojik iyilestirilmesine yonelik
olarak calisilan tiim izolatlara ait siiziilmiis
orneklerde ve bu orneklerin her konsantrasyo-
nunda, ham petroliin alkan birimlerinin, Kuinolin
[Quinoline, (C;HN)] adi verilen heterosiklik,
aromatik, organik azotlu birime kadar parcalan-
dig1 goriilmiistiir. Kuinolin ayn1 islemden gecen
kontrol ham petrol erlenmayerlerinde goriilme-
mistir. Bu sonug, kuinolinin ham petroliin i¢cinde
bulunan bir birim degil, ancak ham petroliin bir
asamaya kadar parcalanmasi ile ortaya cikan,
ham petrol alkanlarindan daha kiigiik bir parca-
lanma {iiriinii oldugunu gostermektedir. Bu, bak-
terilerin 30 giinliik deneme siiresi boyunca, bir
asamaya kadar ham petrolii par¢aladiginin kim-
yasal bir dogrulmasi olarak kabul edilmistir.
Tiim izolatlar icinde ham petrolii kuinoline
kadar en fazla pargalayan 114 kodu ile tanimla-
nan bakteri 6rnegi olmustur.

Son olarak VITEK 2 Kompakt Mikrobiyal
Tanimlama Sistemi her bir teste ait (+) ve (-)
sonuclarin degerlendirilmesini yapmis, izolat
140 icin Serratia plymuthica (%86, kabul edile-
bilir oranda), izolat 331 ic¢in Enterococcus
Jaecalis (%94, ¢ok iyi oranda), izolat 333 i¢in
Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae (%92, iyi
oranda), izolat A23 icin Staphylococcus lentus
(%97, kusursuz oranda), izolat A87 icin
Staphylococcus sciuri (%89, iyi oranda) tiirleri
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olarak sonuclar1 vermistir. Geriye kalan iki izo-
lat, 81 ve 114 otomatik tanimlama sistemi tara-
findan tanimlanamamugtir.

TARTISMA

Petrol kirliligini énlemede biyolojik iyilestirme
oncelikli dogal bir yontemdir. Bu nedenle hidro-
karbonlarin parcalanmasinda gorev alan bakteri-
lerin tanimlanmasi ve bu bakterilerin 6zellikle
“olas1 kirlilik uzaklagtirma caligmalarinda kulla-
nilacak sahanin dogal izolatlar1” olmasi, iyiles-
tirme hiz1 tizerinde ¢cok onemli etkisi olan dnce-
liklerden biridir®®”. Bu caligmada amacimiz,
Marmara denizi ve Karadeniz gibi farkli tuz
orani, mineral yapisi, derinlik ve sicaklifa sahip
olan denizlerimizden izole edilen deniz bakterile-
rinin petrol kirliliginin biyolojik iyilestirmesinde
kullanilabilirliginin belirlenmesi olmugtur.

Marmara denizinde, deniz bakterilerine yonelik
literatiir bilgisinde genellikle karsimiza cikan
bakterilerin biyolojik parcalanmada yani biyo-
degradasyonda veya fekal koliform varlhigi ile
kirlilik belirteci (indikator) olarak kullanilmalari
olmustur. Uluslararasi literatiirde karsimiza
cikan ise genellikle karasal petrol alanlarin-
da®68:.112325.27.29) - hilgede bulan topraklardan
izole edilen bakteriler yardimiyla ve deniz
@G89ILI2I4I525) petrol  platformlart veya tanker
kazalari ile karsimiza ¢ikan biyolojik iyilestirme
calismalaridir.

Calismamiz ise adi gegen literatiirlerden farkli
olarak deniz bakterileri, petrol alan1 olmayan,
sehir desarj1 ve kimyasal kirlilik almadig1 belir-
lenmis, derinligi 10-100 m arasindaki istasyon-
lardan alinan deniz suyu Orneklerinden izole
edilmigtir. Calisma icin bakteriler MacNaughton
ve ark.?¥, Peressutti ve ark.?¥, Mashreghi ve
Marialigeti’nin® ¢alismalarinda bildirilmis olan
petrol ve tiirevlerini parcalayabilen bakterilerin
genellikle Gram negatif, oksidaz negatif ve kata-
laz pozitif 6zelliklerde olduklart bilgisi dikkate
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aliarak taranmig ve 31 bakterinin bu 6zellikler-
de oldugu belirlenmigtir. Bu 6zelliklere gore
secilen 31 izolat MIK testi® ile %0.5, %1, %5,
%10, %25 ve %50 ham petrol iceren 6n deneme
ile 7 izolata indirilmistir (Sekil 1). Segilen izo-
latlar 81 (44 m), 114 (44 m), 140 (44 m), 331 (35
m), 333 (44 m), A23 (30 m) ve A87 (40 m) 5’i
Marmara denizinden, 2 tanesi Karadeniz’den
olmak {izere, farkli derinliklerde 4 farkl: istas-
yondan toplanmig 6rneklerdir. Secilen bu 7 izo-
lat %5, %25, %50 ve %75 ham petrol orani
iceren daha biiyiik 6lcekli deney diizenegi igeri-
sinde 30 giin biiyiitiilmiistiir. Deneme boyunca
petrol tabakasi kalinliklar1 giinliik ve milimetrik
olarak olciilmiis, sonuclar excel programi ile
grafik héline getirilmistir. Besiyerinde de gorii-
len bulaniklik ve milimetrik degisen petrol kat-
mant kalinlig1 verileri izolatlarin hampetrol gibi
bir toksik ve kirletici®%1%!) jceren bir ortamda
yasayabildiklerini yani metabolik caligmalarini
siirdiirebildiklerini géstermistir. Bu sonug, mad-
denin izolatlar {izerine etkisi ise mikroskobik
olarak Gram boyama, hiicre sekli ve gorsel ola-
rak oksidaz testi, katalaz testi ve koloni sekli
verileri ile kontrol edilmig ve dogrulanmustir.

Calismamizda, en yogun petrol konsantrasyonu
olan %75’lik ham petrol konsantrasyonu iceren
erlenmayerlerde, petrol tabakasi kalinliginin en
fazla incelmenin (3 mm) olciildiigii 333 no’lu
izolat bagta olmak iizere, 2 mm azalma olciilen
331 ve A87 izolatlar etkili goriilmektedir. Yiizde
50 konsantrasyonda ham petrol iceren erlenma-
yerler i¢in izolatlar A23, 333 ve A87 petrol taba-
kast kalmhigmin 2 mm inceldigi oOrneklerdir.
%?25 ham petrol konsantrasyonu iceren erlenma-
yerler icin izolat 140 petrol tabakasi kalinliginin
2 mm, izolat 331 ise 1 mm inceltmistir. Son ola-
rak, %5 ham petrol konsantrasyonu iceren erlen-
mayerlerde petrol tabakas1 kalinligini izolat A87
yalnizca 1 mm inceltebilmis, izolat 114 ise 2
mm kalinligindaki tabakayr 30 giinliik deneme
sonunda tamamen eritmistir. Bu veriler bize 7
izolatin hepsinin petrol biyolojik iyilestirme
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yeteneklerinin farkli oldugunu gostermektedir.
Bu duruma ek olarak izolat 81°de diger tiim
izolatlardan farkli olarak %75 ham petrol kon-
satrasyonunda petrol tabakasi kalinlifinin ayni
kalmasi diginda %50 konsantrasyonlarinda ham
petrol tabakasi kalinlig1 1 mm arttirirken %25 ve
%5 konsantrasyonlarinda ham petrol tabakasini
5 mm kalinlasgtirmis ve petrolii adeta eritip plas-
tik gibi yogunlastirip kalinlagtirmistir. Bu durum,
deneme sonunda, deneme ortamindan ham pet-
roliin ayrilmasinda biiyiikk kolaylik saglamis,
besiyeri ve petrol kolaylikla ayrilmistir. Izolatin
deneme ortamindan ayrilarak canliliginin, sekli-
nin kontroliinde de bakterinin ilk halindeki gibi
ant mukus yapisint gosterdigi belirlenmistir.
Gozlemlerden ¢ikarilan sonug, bu mukus taba-
kasimin ham petrol ile birlestig¢inde onun sivi
halini degistirip daha kivamli koyu ve yogun bir
hale getirdigi seklinde olmustur. Bu gézlem bak-
terinin kendi yapisinda olusturdugu mukus kiva-
mint denemeye girmis ve girmemis bakteri kolo-
nilerinde karsilastirarak goreceli olarak fark
goriilmemis olmasina dayanmaktadir.
Literatiirlerde benzer bir duruma rastlanmamustir.
Dolayisiyla bu izolat ayrica ve detayli calisma
gerektirmektedir.

Calismamizin sonraki agsamasi petrol ve bakteri-
den ari deneme ortamlariin ve negatif kontrol
kabul edilen bakteri icermeyen petrol ve besiye-
ri iceren erlenmayerler igerikleri, kimyasal ola-
rak irdelenmesi olmustur. Bu asamada GC-MS
cihazi kullanilarak yapilan analizlerde tiim izo-
latlara ait siiziilmiis 6rneklerin, her konsantras-
yonunda, ham petroliin alkan birimlerinin, kui-
nolin (C;H.N) ad1 verilen heterosiklik, aromatik,
organik bir azotlu birime kadar pargalandigi
belirlenmistir. Bu birim ayni islemden gecen
kontrol ham petrol erlenmeyenlerinde goriilme-
migtir. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
ile alinan ve kimyasal olarak ham petrol alkan-
larindan daha kiiciik olan heterosiklik aromatik
organik bir azotlu birime kadar kimyasal olarak
parcaladig1 gosteren veriler, kullanilan tiim izo-

latlarin kismen ham petrolii par¢aladiginin dog-
rulamustir.

Mikroorganizmalarin biyolojik iyilestirme yete-
neklerinde gozlenen farkliliklar nedeniyle bak-
terilerin olas1 uygulama alanlarinda saf ve tek
kiiltiir olarak kullanilmalar yerine ikili, ti¢lii ve
coklu karigimlariin kullanilmasi ham petrol
kirliliginin daha hizli biyolojik iyilestirmesine
neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amacla
yapilan ¢alismalar arasinda, Chianelli ve ark.®,
Kasai ve ark.”?) ve Rahman ve ark.*’* ¢aligma-
larinda birden fazla bakteri tiirii bir arada kulla-
nilarak olusturulan bakteri karigimlar: biyolojik
iyilestirme model caligsmalarinda basarili sonug-
lar vermistir.

Calismada kullanilan izolatlarla boyle bir uygu-
lama yapmak ham petrolii parcalama hizlarini ve
miktarlarini etkileyebilir. Izolatlarin arigik kiiltiir
halinde ham petrolii parcalama yetenekleri ayri-
ca calisilmast gereken bir konudur. Son olarak,
VITEK 2 Kompakt otomatik mikrobiyal tanim-
lama sistemi yardimiyla izolatlarin 6n tanimlan-
mast gerceklestirilmigtir. Buna gore izolatlardan
5°1; Serratia plymuthica, Enterococcus faecalis,
Klebsiella subsp.
Staphylococcus lentus ve Staphylococcus sciuri
olarak tanimlanmigtir. Geriye kalan 2 izolat 81

pneumoniae ozaena,

ve 114 ise tantmlanamamustir. En ilging verileri
veren ancak On tanimlamada tanimlanamayan
bu iki izolatin ve diger bakterilerin de tiir diize-
yinde kesin tanimlanmasi i¢in molekiiler tanim-
lamaya alinmasi planlanmaktadir.

Marmara ve Karadeniz iki 6nemli, farkli karak-
terde denizdir. Bu denizlerden elde edilen tiim
canli kaynaklar gibi izole edilen bakteriler de
degerlendirilmesi gereken canli kaynak potansi-
yelleridir. Bu elde edilen mikroorganizmalar
gerek belirtec, gerek besin kaynagi ve kirlilik
belirlenmesinde biiylik 6nem gdsterir. Ayni
sekilde bu kaynaklar dogal ve insan eli ile karsi-
lagilabilecek toksik ve kirleticileri uzaklastirma-
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da, parcalamada ve yok etmede hayati 6nem
tagimaktadir. Biyolojik iyilestirme bu anlamda
denizlerle cevrili ililkemiz icin hayati 6neme
sahiptir. Deniz trafiginin ¢cok yogun oldugu
deniz yollarimiz daima kazalar ve buna baglh
toksik kirleticiler ile yiizlesme riski tagimakta-
dir. Olasi toksik atiklarin kendi denizlerimizden
izole edilmis bakteriler ile temizlenmesi hem bu
kaynaklarin temiz kalmas1 hem de maddi agidan
daha ucuza mal olacag i¢in biiylik 6neme sahip-
tir. Calisma bu anlamda gelecekte denizlerimiz-
deki olas1 ham petrol kirliliginin biyolojik yol-
larla gideriminde bir kaynak olusturmaktadir.
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