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ONSOZ

Uluslar aras1 ¢evre hukukunun genel ilkesi olan “kirleten 6der” prensibinin asilarak, “doga
biterse, insanlik biter” anlayisiyla dogal ortamlarn siirdiiriilebilirliginin - korunmasi
gerekmektedir. Bu dogrultuda mikroorganizmalar kullanilarak petrol hidrokarbonlarinin
biyolojik pargalanmasinin arastirildigi bu tez caligmasi bana bilimsel ¢alisma mutluluk ve
heyecan1 katmistir.

Caligmalarim sirasinda degerli diisiince ve onerileri ile beni yonlendiren, ilgisini ve zamanini
esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. Beyza USTUN’e ve tez ¢alismamda olanaklarim
kullanimima sunan proje eski yiiriitiiciisii Sayin Doc¢. Dr. Abdiilrezzak MEMON’a tesekkiirler
ederim.

Mikroorganizmalar yardimiyla petrol hidrokarbonlarinin  biyolojik parcalanmasinin
arastirildig1 bu tez calismasi, TUBITAK Kamu Kurumlar1 Arastirma ve Gelistirme Projelerini
Destekleme Programi (1007) cercevesinde “Bitki, Alg ve Mikroorganizmalar Kullanilarak
Hidrokarbonlarla Kirlenmis Alanlarin lyilestirilmesinin Arastirilmasi” bashkli 105G079 no’lu
proje kapsaminda desteklenmistir.

Bu nedenle yardimlarindan 6tiirii Sayin Dog. Dr. Giilsen ALTUG’a ve Saym Yrd. Dog. Dr.
Selma UNLU’ye ve emegi gecen tiim proje calisma arkadaglarima tesekkiirler ederim.

Ayrica anlayisim higbir zaman esirgemeden beni destekleyen proje yiiriitiiciisi Saymn Dr.
Bayram YUKSEL’e tesekkiir ederim.

Tez ¢alismama verdikleri anlamh katkilarindan 6tiirii jiri iiyelerim Saymn Prof. Dr. Bahar
INCE’ye ve Sayin Prof. Dr. Ulker BEKER’e tesekkiir ederim.

Yasamimin her aninda oldugu gibi bu ¢alismam sirasinda da desteklerini tizerimden eksik
etmeyen aileme hiirmet ve tesekkiirlerimi sunmaktan biiylik mutluluk duyarim.

Temmuz, 2009. Hiima KURTOGLU
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OZET

MIiKROORGANIZMALAR YARDIMIYLA PETROL
HIDROKARBONLARININ BiYOLOJiK PARCALANMASI

Hiima KURTOGLU
Cevre Miihendisligi, Yiiksek Lisans Tezi

Dogal sizintilarin yani sira petroliin iiretimi, islenmesi, tasinmasi agamalarinda ve meydana
gelen tanker kazalar1 sebebiyle petrol kirliligi ortaya ¢cikmaktadir. Mikroorganizmalar, petrol
ve petrol tiirevleriyle kirlenmis ortamlarda biyokimyasal siireclerle petrol hidrokarbonlarim
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmektedirler. Bu tez calismasinda, laboratuar
ortaminda Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli
bakterileri ve bu bakterilerin karisik kiiltiirleri kullanilarak Siberian Light ham petroliiniin
biyolojik par¢alanmasi arastirilmistir.

Bir 6n calisma olarak bakterilerin 600 nm’de optik yogunluk (OD) tayini ile sayimi
yapilmistir ve OD o6lctimiine gore bakterilerin logaritmik gelisme evresinde olduklarinin
belirlendigi 7 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda calisma diizenegine katilmalar
amaclanmstir.

Calisma, hazirlanan farkh ortamlarda yiiriitiilmiistiir.
= Yalnizca Siberian Light ham petrolii ve besiyeri iceren negatif kontrol ortami
= Farkli bakteri siispansiyonlari, besiyeri ve Siberian Light ham petrolii iceren ortamlar
= Siberian Light ham petrolii icermeyen, farkli bakteri siispansiyonlar ve besiyerinden
olusan ortamlar

Hazirlanan ortamlar 31 giin siireyle 25°C ve 150 rpm’de tutulmak iizere orbital inkiibator
calkalayiciya birakilmistir. Analizler i¢in bu ortamlardan 72 saat araliklar ile 3’er ml 6rnek
almip pH ol¢timleri yapilmis ve numuneler +4°C’de saklanmistir. Ekstraksiyon isleminde her
numune {izerine 1: 1 hacim oraninda n-heksan eklenmis ve hidrokarbon iceren heksan fazlar
elde edilmistir. Bu fazlarda ultraviyole fluorospektrofotometre cihazinda 310- 360 nm dalga
boyu araliginda toplam petrol hidrokarbonu konsantrasyonlar1 olciilmiistiir ve bu ol¢timler
GC-MS cihazinda yapilan hidrokarbon analizleriyle desteklenmistir. GC-MS analizlerinden
elde edilen kromatogramlarda Siberian Light ham petroliiniin bulundugu ortamlardaki petrol
hidrokarbonlarinin biyolojik pargalanmasinin izlenmesi amaciyla, C17/Pristane (C17/Pr) ve
C18/Phytane (C18/Ph) isoprenoid oranlar1 dikkate alinmistir. Yapilan degerlendirmede;
caligmada kullanilan bakteriler arasinda Vibrio fluvialis ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerinin biyolojik parcalanmayi en iyi diizeyde gerceklestirdikleri tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik parcalanma, hidrokarbon, petrol.
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ABSTRACT

BIODEGRADATION OF PETROLEUM HYDROCARBONS
THROUGH MICROORGANISMS

Hiima KURTOGLU
Environmental Engineering, M.S. Thesis

Petroleum production, processing, transportation and tanker accidents cause petroleum
pollution as well as natural leakages. In contaminated sites with petroleum and its derivations,
it is the case that the petroleum hydrocarbons can used by microorganisms as a source of
energy and carbon with biochemical processes. In this thesis study, Siberian Light crude oil
implementation has been applied using Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis and Escherichia coli bacteria in the laboratory experiments.

As a preliminary work, these bacteria are enumerated using the determination of optical
density (OD) at 600 nm. It has been identified that the bacteria were in the logarithmical
development phase in the 7™ hour of OD measurement and it has been aimed to add bacteria
to the system in this reproduction phase.

Experimental setup has been established with different media:
- Negative control media, including Siberian Light crude oil and Mineral Salt Medium
- Media consist of different bacteria, Mineral Salt Medium and Siberian Light crude oil
- Media consist of different bacteria and Mineral Salt Medium, not including Siberian
Light crude oil

Established setup has been left in orbital incubator shaker for 31 days to be kept at 25°C and
150 rpm. After 3 ml samples have been taken from each of these media within periods of 72
hours, their pH has been measured and they have been kept in +4°C. In the process of
extraction, n-hexane of 1:1 volume ratio has been added to each sample and hexane phase
including hydrocarbon has been obtained. Total petroleum hydrocarbon concentrations of
samples have been measured with the ultraviolet fluorospectrophotometer at 310/360 nm
(ex/em) and hydrocarbon analysis in GC-MS supported these measurements. In GC-MS
chromatograms the degree of biodegradation is determined using the ratios of C17 to pristane
(C17/Pr) and C18 to phytane (C18/Ph). In the evaluation, it has been concluded that Vibrio
fluvialis and Pseudomonas aeruginosa bacteria have fulfilled the biodegradation successfully.

Keywords: Biodegradation, hydrocarbon, petroleum.



1. GIRIS

1.1 Petroliin Olusumu

Milyonlarca yi1l 6nce yasamis bitki ve hayvan kalintilarinin denizlerde biriken ¢okel katmanlar
icerisinde ciiriiyerek belirli bir basing ve sicaklik altinda ayrismasindan olusan petrol, bilesimi
olduk¢a karmasik ve bolgeden bolgeye degisen bir iiriindiir. Baglica parafinik ve naftenik
hidrokarbonlarla kiikiirt, oksijen ve azot igeren bilesiklerin bir karisimidir. Ayrica petrol

icerisinde metal bilesikleri de bulunmaktadir (Speight, 2006).

Petrol icerisinde elementlerin kiitlece (%) dagilimi su sekilde verilmektedir (Uysal, 2006);
* Karbon (C): %83,0- 87,0

* Hidrojen (H): %10,0- 14,0

* Azot (N): % 0,1- 2,0

* Oksijen (O): %0,05- 1,50

* Kiikiirt (S); % 0,05- 6,0

* Metal; Nikel, Vanadyum, Bakir (<1000ppm;%0,1)

Hidrokarbonlar, parcalanma ve destilasyon yontemleri ile gesitli petrol iiriinlerinin elde
edilmesine yarayan ham petrolin %55-98'ini olusturmaktadir. Petroliin yapisindaki
hidrokarbonlar  smiflandirildiginda;  %30'unu  parafinik  hidrokarbonlarin,  %50'sini
sikloalkanlarin, %15'ini aromatik bilesiklerin ve %35 ini kiikiirt, oksijen ve azotlu hidrokar-
bonlarin olusturdugu goriilmektedir (Aras,2000). Yerkiire igerisinde organik materyalin
baskalasimi ile olusmus ve gozenekli kayaclar icerisinde depolanmis sivi haldeki
hidrokarbonlara ham petrol adi verilir. Petroliin basindaki "ham" terimi bir hammadde
oldugunu ve heniiz islenmedigini gostermektedir. Ham petrolden, rafinerilerde bilesenlerine
ayristirtlarak (damitilarak) giinlilkk yasamimizda kullandigimiz pek cok ara madde ve

akaryakit iiriinleri elde edilmektedir (Uysal, 2006).

1.2 Petroliin Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Ham petroliin icerisinde alifatik, aromatik, asfaltik ve re¢ine fraksiyonlari mevcuttur. Tiim bu

icerigi ile ham petrol oldukca kompleks bir materyaldir (Nikolopoulou, 2007). Diinyada



iretilen petroliin siniflandirilmasinda dikkate alman en ©nemli faktorler petroliin 6zgiil
agirh@ (spesifik gravite), viskozitesi ve igerdigi kiikiirt miktar1 gibi 6zellikleridir (PIGM,
2007).

1.2.1 Petroliin Fiziksel Ozellikleri

Ham petroliin fiziksel 6zellikleri genis sinirlar arasinda degisir. Ham petrol igcinde yer alan

hidrokarbon tiirleri ve fiziksel 6zellikleri EK 1’de verilmistir.

Ham petrol 21°C (70°F)’de kaynamaya baglamaktadir ve sicaklik arttikca kaynama yiiksek
sicakliklara kadar devam etmektedir. Hidrokarbon molekiilleri farkli sicakliklarda
kaynamaktadir. Propan icin -44°F (-41°C)’den, 1500°F (816°C)’de asfalta kadar genis
kaynama sicaklig1 arali1 soz konusudur (Uysal, 2006).

Petrol fraksiyonlar1; karbon araliklarina gore gaz (C1-C4), nafta (C5-C10), kerosin (C10-
C14), dizel (C14-C18), yaglama yag1 (C18-C50) ve vaks (C16-C70) olarak gruplanacag: gibi
(Cizelge 1), kaynama noktasi araliklarina gore de hafif (0- 150°C), orta (150- 370°C) ve agir
(< 370°C) olarak da simiflandirilabilir (EK 2).

Cizelge 1. Ham petrol fraksiyonlar: (Uysal, 2006)

Kaynama Noktasi

Fraksiyonlar Karbon Araligi Araligi (K)

Dogal gaz C1-C4 110- 300
Nafta Cs-C1o 300- 450
Kerosin C10-C14 450- 530
Dizel C14-C18 530- 600
Yaglama yagi C18-C50 600- 850
Vaks C16-C70 560- 920

= “Petroliin yogunlugu 60°F (15,5°C) sicaklik ve 1 atmosfer basing altindaki petroliin
yogunlugu ile ifade edilir. Petrol icerisindeki hidrokarbon yiizdesi, gaz miktari, recine
ve asfalt gibi agir hidrokarbonlarin orani, siilfiir orani, sicaklik gibi faktorler petroliin

yogunlugunu etkiler.



Petroliin yogunlugu 0,6- 1,00 g/cm3 arasinda degisir. Yogunluk Amerika’da API, Avrupa’da
ise Baume derecesi ile ifade edilir. Diinya petrolleri 27- 35° API gravitesindedir. Gravite

petroliin yogunlugu anlamina gelmez. Yogunlukla ters orantili olup formiilii asagidaki gibidir:

API= o 131.3
Ozgiil agirlik (60°F) g
L 140
Baume— -130
Ozgiil agrlik (60°F)

Petroliin graviteye gore siniflandirilmasi; “ Hafif >31; Orta 20- 31; Agir 10- 20 ve tabii

Bitiimen <10 ” seklindedir.

Kolay iiretilebilir olmasi, taginabilmesi ve islenebilmesi sebebiyle giiniimiizde diinya petrol

talebinin %90'i hafif ve orta petrol ile karsilanmaktadir (PIGM, 2007).

= Siv1 petroliin hacmi 60°F (15,5°C) sicaklik ve 1 atmosfer basingta Ol¢iiliir, varil
cinsinden ifade edilir (1 varil=159 litre). Rezervuardaki petrol hacmi, petroliin tankta

dinlendirilmesi ile % 6- 8 oraninda azalmaktadir.

= Petroliin ultraviyole 151k altinda sari, yesil ve mavi renklerde fliloresans gosterme
ozelligi vardir, bu oOzellik eser miktardaki petroliin kolayca belirlenmesini

saglamaktadir.

= Kirilma indisi petroliin kimyasal bilesimine bagli bir 6zelliktir. Petroliin yogunluguna

gore 1,39 ile 1,49 arasinda degisir. Hafif petrollerin kirilma indisi daha kiigiiktiir.

= Petroliin parlama noktasi, petroliin bilesimine gore degisir; ¢esitli 1s1 derecelerinde

destile edilebilen iiriin oranlarinin belirlenmesinde kullanilir.

= Petroliin rengi yansiyan 1sikta yesilimsi, kirilan 1sikta ise agik sar1, kirmizi ve bazen de
siyahtir. Ozgiil agirlik arttikca renk de koyulasir. Hafif hidrokarbonlu petroller hos

kokulu; doymamais hidrokarbon, kiikiirt ve nitrojen igeren petroller ise kotii kokuludur.

» Petroliin kalori degeri 6zgiil agirlig1 ile ters orantilidir. Ozgiil agirlig1 0,9 olan 17°API
petroliin kalori degeri 10500 kal/g iken 6zgiil agirligi 0,7 olan 70°API petroliin kalori
degeri 11700 kal/g’ dur.



= Petroliin viskozitesi petroliin bilesimine baglhdir. Yogunluk ve agir bilesen miktari

arttikca viskozite artar.” (Tiiysiiz, 2008).

Sicaklik da viskoziteyi etkileyen onemli bir parametredir. Saf organik sivilarda ve petrol
sivilarinda sicaklik arttikga viskozite azalmaktadir (Sekil 1). Diisiik viskoziteli petrollerin
iiretimi, taginmasi, islenmesi daha kolay ve ekonomik oldugundan diinya ticaretinde bu tiir

petroller tercih edilmektedir (PIGM, 2007).

0,7
0,6 |
0,5 1 *,
0.4 e,
0,3 1
0,2 1
0,1 1
0
200 225 250 275 300 325
TiK)

Viskozite (cP)

Sekil 1. 2-Metil biitan icin viskozitenin sicaklik ile degisimi (Uysal, 2006)
1.2.2 Petroliin Kimyasal Ozellikleri

Ham petrol fraksiyonlar1 baslica enerji sektoriinde kullanildigi gibi kimya endiistrisinin de
Oonemli ham ve ara maddeleridir. Petrol fraksiyonlarinin yapisinin bilinmesi, rasyonel olarak

kullanimi, kaynak sarfim1 ve ¢evre kirliligini azaltir (Uysal, 2006).
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Sekil 2. Petroliin bilesiminde bulunan baz bilesikler (Liguori vd., 2006)



Petrol temelde sadece karbon ve hidrojen elementlerinden olusan hidrokarbonlardan meydana
gelmektedir, ancak bu iki element cok c¢esitli molekiil yapilar1 olusturur. Sekil 2’de petroliin

bilesiminde bulunan bazi bilesikler verilmistir.

“Petrolde hidrokarbonlarin yani sira bunlara oranla diisiik, ancak malzemenin yapisini
etkileyebilecek kadar da yiiksek oranlarda azot, kiikiirt ve oksijen de bulunur. Agirligr %0,5
ile %5 arasinda degisen kiikiirt, yandiginda c¢ikardigi zehirli gazlar nedeniyle petrolden
uzaklastirilir. Agir hidrokarbonlarin yapisinda olan oksijen, agirlikca %2’yi gecmez. Azot ise
biitiin petrol tiirlerinde %0,1’den daha azdir. Cogu ham petroliin bilegsiminde sodyum kloriir
de bulunur, ancak bu da kiikiirt gibi tiriinden uzaklastirilir. Agir petrollerde karbon, azot,

kiikiirt ve oksijenin arttig1 hidrojenin ise azaldig1 gézlenmektedir.

Petrolde, olustugu organik bicimler ve deniz suyu arasindaki iliskiden dolay1 deniz suyunda
bulunan metal elementlerin ¢ogu dahil, bircok metal element yer alir, (Aras, 2000; Uysal
2006). En bol bulunan elementler vanadyum ve nikeldir. Petroldeki vanadyum ve nikel
miktarlarinin (5-40g/ton) petroliin asfalten iceriginin artmas ile arttig1 bilinmektedir. Ayrica
Fe, Co, Cr, Hg, As, Sb gibi elementlerin de bilesikleri halinde ham petrolde varlig
bilinmektedir. Bu elementler ham petrolde genellikle organometalik bilesikler, asidik
recinelerin tuzlari, karisik kompleksleri halinde veya kolloidal anorganik tuzlar halinde (NaCl

ve silikatlarda oldugu gibi) bulunmaktadirlar.

Petrol agisindan en 6nemli hidrokarbonlar; parafin (metan) serisi, olefin (naften) serisi, aromat
serisi (aromatikler) ve asetilen serisi olarak siralanabilir. Yapidaki tiim karbon atom baglar
hidrojen atomlan ile doldurulmus ise bu tip hidrokarbonlara ‘Doymus Hidrokarbonlar’ adi
verilir ve bunlar parafinler, parafinik hidrokarbonlar, alkanlar ve sikloalkanlar olarak
bilinirler. Alkanlar (parafinik hidrokarbonlar) tek karbonlu metan (CH4) ve iki karbonlu
etandan, 60 veya daha fazla karbonlu bilesiklere kadar uzanmaktadir. Diiz zincirli ya da
dallanmis yapida bulunabilirler. Petrolde diiz zincirli bilesikler digerlerine oranla daha ¢ok
bulunmaktadir. Diiz zincir yapilari; normal parafinler, dallanmis zincir yapilari; izo parafinler,
halka yapilari; siklo parafinler veya naftenlerdir. Sikloalkanlar (naftenler) 5 veya 6 karbon
atomu halkasina sahip tek halkali siklopentan veya siklohekzan ve tiirevleri ile bazi c¢ok

halkal1 yapilar ve alkil gruplar1 bagli halkali yapilardan olugsmaktadir.



Hidrokarbon yapisinda olmasi gerekenden daha az sayida hidrojen atomu mevcut ise bunlara
‘Doymamis Hidrokarbonlar’ ad1 verilir. S6z konusu hidrokarbonlarin karakteristik 6zellikleri;
bitisik iki karbon atomunun birbirine 2 ya da 3 bagla baglanmis olmalaridir. Bu baglar cift ya
da t¢lii bag olarak isimlendirilir. Bunlar tek baglarn aksine daha zayiftirlar. Bu nedenle

doymamis hidrokarbonlar doymus olanlara kiyasla kimyasal olarak daha reaktiftirler.

Bir adet cift bag iceren diiz veya dallanmis zincir yapili hidrokarbonlar mono olefinler veya
alkenlerdir. Bir adet cift bag bulunduran halka yapili hidrokarbonlar siklo-olefinler veya
siklo-alkenlerdir. ki adet c¢ift bag ihtiva eden hidrokarbonlar diolefinler olarak
isimlendirilirler. U¢ bagl hidrokarbonlar asetilenler veya alkinler olarak bilinirler. Olefin
serisinin en basit maddesi etilendir; CH2=CH2. Diolefin serisinin en basit maddesi
biitadien’dir; CH2=CH=CH=CH?2. Asetilen serisinin en basit maddesi asetilendir; CH=CH.
Olefinler ve asetilenler ham petrol ya da dogal gaz icerisinde bulunmazlar, ancak rafinasyon

sirasinda elde edilirler ve kimyasal sentezler i¢in ¢ok 6nemli hammaddeleri teskil ederler.

Biinyesinde bir ya da daha fazla benzen halkasi bulunduran halka yapili bilesiklere
‘Aromatik’ adi verilir. Benzen, toluen ve ksilen gibi yapilardan olusurlar. Bu gruplara ek
olarak petroliin yiiksek kaynama fraksiyonlarinda poliniikleer aromatik hidrokarbonlar da
bulunurlar. Poliniikleer aromatik hidrokarbonlar, alkil naftalinler ve bifeniller olarak iki genel

grubu icerirler.” (Uysal, 2006).

Icerdikleri hidrokarbon cinslerine gére ham petroller baslica ii¢ smnifta toplanirlar (Uysal,

2006; Tiiystiz, 2008):

Parafinik Ham Petroller: Parafinik hidrokarbonlardan olusurlar, asfaltik maddeler yok
denecek kadar azdir. Bunlardan yiiksek miktarda mum ve yiiksek dereceli yaglama yaglari
elde edilir. Biitiin hidrokarbon atomlan tek baglarla birbirlerine baglanmislardir. Bu nedenle
tim hidrojen atomlar1 doymus oldugundan parafin serisine doymus hidrokarbon grubu da
denilir. 5 karbona kadar olanlar dogal gaz; 5- 17 karbonlu olanlar sivi (benzin, gazyagi,
mazot); 17- 22 karbonlu olanlar yar1 kat1 (makine yaglari, jolemsi petrol {iriinleri); 23 ve daha

fazla karbonlu olanlar kat1 formundadir (parafin, asfalt, zift).



Naftenik Ham Petroller (Asfaltik Ham Petroller): Naftenik hidrokarbonlardan olusurlar.
Onemli miktarda asfaltik madde icerirler. Bunlardan elde edilen yaglama yaglarmin
viskoziteleri parafinik ham petrollerden elde edilenlere nazaran sicakliga karsi daha hassastir.
Ancak 0zel rafinasyon metotlar1 sayesinde parafinik esasli ham petrollerden elde edilen

yaglama yaglarina esdeger hale getirilirler.

Hidrojen eksikligi ve c¢ift bagi bulundugu i¢in doymamis hidrokarbon grubuna dahildirler.
Doymamis olduklar i¢in kolayca kimyasal reaksiyonlara girerler, bu nedenle de petrol

icerisinde seyrek bulunurlar.

Karigik Ham Petroller: Bunlar hem naftenik hem de parafinik hidrokarbonlar ile bir miktar
aromatik hidrokarbonlardan olusurlar. Mum ve asfaltik maddeler igerirler. Petrol iiriinlerinin
elde edilmesinde destilasyon prensibinin ¢esitli uygulamalar1 kullanilir. Rafinasyon
prosesinde destilasyonun 6nemi petroliin degisik kaynama noktasina sahip kompleks organik

bilesiklerin (hidrokarbonlarin) bir karisimi olmasindan ileri gelmektedir.

Hidrokarbon Bilesiklerinin Tayini

Hidrokarbon bilesiklerinin tayininde kromatografik ve spektroskopik analitik yOntemleri

yaygin olarak kullanilmaktadir.

- Kromatografik yontemlerden bazilari;
= GC (Gaz Kromatografi)
= GC-MS (Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi)
= HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi)

- Spektroskopik analizler ise;
= Infrared analizleri (FTIR)
= Ultraviyole analizleri

seklinde siralanabilmektedir.



1.3 Petrol Kirliligi

Birlesmis Milletler’'in GESAMP™ adli Deniz Kirlenmesinin Bilimsel Yonleri Uzerine Calisan

Uzman Grubu, deniz kirlenmesini soyle tanimlamaktadir:

‘Kirlenme insanlar tarafindan halicler de dahil olmak iizere deniz ortamina, dogrudan veya
dolayh olarak, canli kaynaklarina zarar veren, insan sagligini bozan, balik¢ilik da dahil olmak
tizere, denizlerdeki faaliyetleri engelleyen, denizin kullanim ile ilgili kalitesini etkileyen ve

degerini azaltan madde veya enerji birakilmasidir’.

Dolayisiyla deniz kirlenmesi, denizlerin kendini aritma yeteneginin iizerinde kirletici
maddeler ile yiiklenmesi sonucunda olugmaktadir (Yonsel, 2008). Her yil yaklasik olarak alti
milyon ton petrol (Diinyadaki petrol tiretiminin yaklasik % 0,25°i ) dogal ve antropojenik

kaynaklardan deniz ve okyanuslara giris yapmaktadir (Ustiin, 2007).

- Dogal sizintilar,

Deniz tasimaciligy,

Tanker kazalari,

Deniz yataginda yapilan petrol arama ve ¢ikarma calismalari sebebiyle petrol

kirliligi ortaya ¢cikmaktadir.

Insanlhigim en onemli ve vazgecilmez gereksinimlerinden birisi enerjidir. Diinyanin bugiinkii
birincil enerji tiiketiminde petrol %40'lik pay ile ilk siray1 alirken, dogalgaz %23 ile %28'lik
pay1 olan komiiriin ardindan gelmektedir (DPT, 1996). Tiirkiye’nin toplam birincil enerji
tilketimi iginde fosil yakitlar % 90’lik paya sahiptir (DPT, 2007). Tarim ve sanayide en
onemli enerji kaynagi olarak kullanilan petrol Orta Dogu, Tiirki Cumhuriyetler ve Rusya
Federasyonu’ndan cikarildiktan sonra Tiirkiye iizerinden basta Avrupa olmak {izere tiim
diinyaya dagitilmaktadir. Dolayisiyla Tiirk bogazlar sistemi ve petrol boru hatlari, petrol ve
petrol tiirevlerinin Avrupa ve Uzak Dogu’ya yayilmasinda koprii vazifesi gormektedir.
Tiirkiye’de 6zellikle Marmara Denizi, Bogazlar ve Istanbul, Izmir, Mersin, Iskenderun gibi
yogun deniz trafiginin gerceklestigi kiy1 kentleri, petrol ve diger maddelerin dokiilmesi
riskine, deniz kirlenmesine maruz kalmaktadir. Cografi konumu nedeniyle yogun bir deniz
kirliligine maruz kalan iilkemiz denizlerindeki kirlilige gemi ve diger deniz araclarindan atilan
sivi ve kati atiklar da biiyiik 6lciide katkida bulunmaktadir (DPT 1998a; TUBITAK ‘Proje
kodu 505G210’-EKII, 2005).

*: United Nations Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine Pollution



Petroliin {iiretilmesi, islenmesi, tasinmasi ve kullanilmasi asamasinda petrol iiretiminin
karadan iiretimde oldugu gibi, denizden iiretim siirecinde de sizmalar ve petrol
platformlarinda meydana gelen ¢esitli kazalar sonucu petroliin akmasi ile deniz kirliligi s6z
konusu olmaktadir. Okyanuslarda bile yilizen petrol kalintilarina sik rastlanmasi ve tiim
denizlerin suyunda Olciilebilir oranda petrol hidrokarbonlarinin bulunmasi ise, sorunun

boyutunun biiyiik oldugunu gostermektedir (Aras, 2000).

Akdeniz yeryiiziindeki deniz alanlarinin yiizde birini kapsamasina karsin, diinya yiizeyindeki
yiizer petrol ve zift tabakalarimin yarisini icinde barindirmaktadir (Unsan, 1999). Yogun bir
gemi trafiginin var oldugu ve kiyilarinda petrol isleyip sevk eden, tiiketen ¢cok miktarda tesisin
bulundugu Akdeniz ve Ege Denizi petrol filmi (ylizeyde ince petrol tabakasi) olusumu
acisindan 6zel bir 6neme sahiptir ve yilda ortalama 350 milyon ton petroliin Akdeniz’ de

hareket halinde oldugu agiklanmistir (Yonsel, 2008).

Deniz suyunda, Gida ve Tarim Orgiiti (FAO) ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO) gibi
uluslararasi orgiitler tarafindan belirlenen petrol hidrokarbonu kirliligi sinir degeri 13 pg/I’dir.
Ulkemizde deniz sularinda petrol hidrokarbonlarinin dagilimima bakildiginda; 1997- 2001
yillar1 arasinda Karadeniz’ de petrol kirliligi miktarlar1 16,1 — 126,9 pg/l ve Marmara

Denizi’nde 31,7 — 106,4 ng/l olarak tespit edilmistir.

Ulkeler ve kitalararas1 ulasimin énemi gittikge artmis ve sanayi kollarinin hizla gelismesine
paralel olarak petrol hidrokarbonlarinin kullanimi dikkat cekecek boyutlara ulagmistir.
Bununla birlikte, diinyada pek cok orneklerine rastladigimiz biiyiik ¢apl tanker kazalarinin
‘Ispanya’da (2002) Prestige, Japonya’da (1997) Nakhodka, Alaska’da (1989) Exxon Valdez,
Fransa’da (1978) Amoco Cadiz; ve (1999) Erika’ benzerlerine Tiirk bogazlar sisteminde de
yakin tarihe kadar sik¢a rastlanmaktadir, Tiirkiye’de ‘(2004) Gotia, (2002) Volgoneft-248,
(1994) Nassia, (1979) Independenta’. Istanbul Bogazi’nin Marmara denizine acildig1 cikista
yasanan Independenta kazasi (1979) 95000 ton ve Istanbul Bogazi’min Karadeniz’e olan
kuzey cikisinda yasanan Nassia kazasi (1994) 13500 ton ham petroliin denize dokiilmesiyle
sonuclanmustir (Talinli, 2002). Ornegin Istanbul Bogazi’nda Nassia tanker kazasindan sonra

gergeklestirilen Olciimlerde bogaz kuzey ve giiney girisindeki tespit edilen petrol
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konsantrasyonlar1; Istanbul Bogaz1 kuzey girisi: (1996), 27.0 ug/l ve giiney girisi: (1996),
39.5 ug/I’dir (Yonsel, 2008).

Tanker kazalar1 sonucu okyanuslara karisan petroliin miktar, giin gectikce artmaktadir.
Kazalardan daha sik, daha az miktarlarda ortaya ¢ikan diger onemli bir kirlenme bicimi de,
enerji iiretim tesislerine yakit tasiyan gemilerin sintine ve balastlarin1 denize bosaltmalar1 ya
da atik yaglarin tersanelerden denize dokiilmesidir. Bu durum korfez ve haligleri kirletmekte,
deniz ekosisteminde kisa ve uzun vadeli cesitli zararlara sebep olmaktadir (Aras, 2000).
Ayrica kara tanker tagimaciligi ve petrol boru hatlarinin gectigi tarim alanlar1 da petrol ve

petrol tiirevlerinin kontaminasyonu agisindan risk altindadir.

Yolcu gemilerinde yasal olmamasina ragmen yagli balast tanklarinin yikanmasi, sintine
sularinin denize bosaltilmasi ve ¢oplerin denize dokiilmesi problemlerin bilyiimesine katkida
bulunmaktadir. Bu tip islemler nedeni ile denize birakilan petrol {iiriinlerinin, yaklasik 1
milyon ton/yi1l gibi inanilmaz boyutlara ulagsmasi tiim diinya iilkelerinde endiselere yol
acmaktadir (Yonsel, 2008). Petrol kirlenmesinin, uluslar aras1 énlemler gerektiren bir konu
olarak kabul edilmesi hakkinda ilk antlagsma, Birlesmis Milletler araciligiyla 1954’te
imzalanmistir (Ulug, 1997). Gemiler, agik deniz tesisleri, deniz limanlar1 ve petrol isleme
tesislerinin sebep oldugu kirlilik olaylar1 ile deniz cevresinin kars1 karsiya kaldigi ciddi
tehdidi 6ngoren, petrol kirliligine karsi hazirlikli olma, miidahale ve isbirligi konulu bir

uluslar arasi sozlesme de bulunmaktadir.

Montrd Antlagsmasi ile Tiirkiye’nin Bogazlar bolgesindeki tam egemenligi kabul edilmekle
birlikte daha onceki Lozan Antlagsmasi’nda oldugu gibi ‘Ticaret Gemileri i¢in Serbest Gegis
[lkesi’ muhafaza edilmektedir (Yonsel, 2008). Tiirkiye’de gemilerin atik bertaraf yontemleri
ve izleme diizenleri ilke olarak, “Uluslararas1 Denizcilik Orgiitii (IMO)” tarafindan kabul
edilen kurallara gore yapilmaktadir. Halen IMO Genel Kurulu’'nun 17. olagan oturumunda
(1991) yenilenmis sekliyle gecerli olan “Gemilerin Giivenli Isletimi ve Kirliligin Onlenmesi
ile Tlgili IMO Yonetim Rehberleri” ve “Gemilerin Giivenligi ve Kirliligin Onlenmesi ile Tlgili
Isletim Kurallarinin Kontrol Yontemleri” yiiriirliiktedir. Tiirkiye’de kayith tiim gemilerin bu

kurallara uyup uymadiklar1 denetlenmektedir (TUBITAK ‘Proje kodu 505G210’-EKII, 2005).
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1.3.1 Petrol Dokiilmesi ile Deniz Ortaminda Goriilen Siirecler

Petrol deniz ortaminda yayilma, buharlagsma, emiilsifikasyon ve c¢okelme davranislari
gostermektedir (Sekil 3). Genelde herhangi bir nedenden dolay1 denize dokiilen yag, ham
petrol ve petrol tiirevi kirleticilerin kalinlig1 kisa siirede 1 mm'nin altina diiser ve km'lerce
biiyiiklitkte bir alana yayilir. Yiizey akintis1 ve riizgarla daha biiyiik alanlara yayilan bu
kirleticilerin bir kism1 buharlagsmaktadir. Riizgar ve dalgalar buharlagmay: arttirir, buharlagma
miktart; kirleticinin uguculugu, ortam sicakligi, kirleticinin dagildigi ylizey alam ve

kirleticinin kalmlg ile dogru orantilidir (Unsan, 1999).

.

Sediment tarafindan alm ve #a

Sekil 3. Petrol dokiilmeleriyle deniz ortaminda olusan siirecler (Talinl, 2002)

Petroliin bir kismi emiilsiyon haline gelmeden fotolitik olarak, bir kismu da
mikroorganizmalar tarafindan parcalanir. Yag deniz suyundan daha az bir yogunluga sahip
oldugundan, yiizeyde bir tabaka olusturur, bu da canlilar i¢in hayat kaynagi olan oksijenin
deniz igine yayilmasim onler. Petrol deniz ortamina dokiildiigiinde bilesimindeki hafif ve
cabuk buharlasabilen kisimlar1 bu sagilma esnasinda hizli bir sekilde atmosfere yayilir ve

geride sudan daha agir olan katranimsi kisimlar kalmaktadir (Y6nsel, 2008).

Dalga ve cirpintilar, yiizeydeki kirletici tabakanin parcalanmasina ve kirletici damlaciklarinin
meydana gelmesiyle bunlarin suya batip yiizeyin altinda ikinci bir tabaka olusturmasina sebep
olur (Unsan, 1999). Tiirbiilans, dalga ve akint1 hareketleriyle galkanti olan yiizey kisimlarda

degisik kalinliklarda yag/su emiilsiyonlar1 olugmaktadir. Yiizeyden kopan yag yuvarlaklari su
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kiitlesinde kismen ¢oOziiniir, ¢oziinmeyecek kadar agir kisimlar ise kiiresel bigimlerini
koruyarak dibe cokelirler. Cokelme sirasinda garpisip yapisarak agirlik¢a biiyiiyen bu kiireler
dip akintilariyla hareket ederek sedimentleri kaplamaktadirlar (Yonsel, 2008).

Buharlagma ise kirleticinin viskozitesini arttiracagindan temizleme islemini zorlagtiran bir
faktordiir. Viskoz Kkirleticiler fazla dagilmadan uzun siire su yiizeyinde kalabilirler.
Viskozitesi diisiik olan kirleticiler ise cabucak parcalanip dagilma egilimindedirler. Bu olay
siibyelesme adiyla anilir. Kirleticinin i¢indeki asfalt oram1 % 5'den fazla ise kararli siibye
olusur. Siibyeler durgun havada veya kiyida tekrar aynisirlar. Viskozite siibyelesmeyi ters
oranda etkiler; denizdeki 3 Beaufort kuvvetinden daha kuvvetli riizgarlarda diisiik viskoziteli
kirleticiler 2- 3 saatte % 60- 80 oraninda siibyelesirken, yiiksek viskoziteli kirleticilerin % 10

oraninda siibyelesmesi icin yaklasik 10 saat gecmesi gerekmektedir (Unsan, 1999).

Sudaki petrol hidrokarbonlar1 bu cesitli buharlasma, ¢éziinme, emiilsiyon, sedimentasyon,
oksidasyon veya mikrobiyolojik ayrisma olaylarina ugramaktadirlar. Hidrokarbon molekiilleri
ya coziinmekte ya da birleserek katranlart olusturmaktadirlar. Coziinme orami ve miktari,
kirleticinin miktarina, cinsine, ortamin 1sisina, dalgalara ve dagilma yiizeyine baghdir. Giines
15181 altinda ince filmler 24 saatte % 1'in altinda bir oranda par¢alanmaktadir. Bununla birlikte
kirleticiye yapisan organik maddeler ve 1s1 degisimleri cokelmeye neden olmaktadir. 10°C 1s1
yiikselmesi, deniz suyu yogunlugunu % 25, kirleticinin yogunlugu da ortalama % 0.5
oraninda degistirmektedir. Bu nedenle giindiiz yiizer halde olan kirletici gece batabilmekte ve

daha tehlikeli olan dip kirlenmesine neden olabilmektedir (Unsan, 1999).

1.3.2 Petrol Kirliliginin Canhlar Uzerindeki Etkisi

Atmosfer ve deniz arasindaki gaz aligverisini engelleyerek sudaki c¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonunun diismesine neden olan petrol 151k gegirgenligini azaltarak deniz

ortamindaki yasam i¢in cok dnemli olan fotosentez olayin1 engellemektedir.

Deniz kuslarinin kanatlarina yapisip yiiziicli ve dalict kuslarin ugma yetenekleri ile soguga
kars1 dayanikliliklarinin yok olmasina ve oOliimlerine neden olan petrol kirlenmesi suyun

rekreasyon amact ile kullanilmasini da engeller.
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Deniz ortaminda ¢ok yaygin olan petrol kirlenmesi ve bunun sonucu olarak ortaya c¢ikan
bilesikler, ekosistem icerisindeki tiim organizmalar1 az veya cok etkilemektedir. Deniz
ortaminda yasayan degisik canli tiirlerinin petrol bilesiklerine kars1 dayaniklilig1 da farklidir.
Petrol bilesiklerinin deniz canlilar1 iizerine toksik etkisi, doku ve hiicrelerde birikim ve
fizyolojik faaliyetlerin etkilenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yengec, 1stakoz ve karidesler
gibi yasamim zemine gomiilii olarak siirdiiren tiirler petrol kirlenmesine kars1 en duyarli olan
olanlardir. Bunlar 1- 10 ppm oraninda petrol konsantrasyonlarindan etkilenirler. Midye gibi
cift kabuklular ve balik tiirleri 5- 50 ppm, deniz bitkileri ise 10- 100 ppm oranina duyarlidirlar
(Yonsel, 2008). Petrol iirtinleri ile kirlenmis balik ve diger su driinlerinin tiikketimi, ham
petrolii olusturan bilesiklerin bir boliimiiniin, memeli hayvanlar ve insanlarda kanser yapici

oldugu bilinen maddelerden olugmasi nedeniyle saglik acisindan sakincalidir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), alkanlar, n-alkanlar, halojenli hidrokarbonlar
toksik ve kanserojen nitelikli bilesiklerdir. Ozellikle polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
canli organizmalar {izerinde toksik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Baz1 hidrokarbon bilesikleri duyu organlarinda yer alan kimyasal algilayicilar
kapatarak sudaki organizmalarin besin alma agisindan yeteneksiz duruma geg¢mesine yol
acabilmektedir ve yine bu hidrokarbon kirlilikleri, sudaki bazi canlilarda iireme icin biiyiik
onem tastyan feromonlar1 maskeleyerek tiremeyi olumsuz yonde etkileyebilmektedirler (Aras,
2000). Deniz kazalar1 sebebiyle deniz organizmalarinda kiitlesel olimler gozlenmektedir ve

baz1 bolgelerde bu tiir etkilerin kazadan en az iki yil sonrasina kadar siirdiigii izlenmistir.

Her tiirli deniz tasima araglarmin sintine ve balast sularindan, rafineri ve petrokimya
komplekslerinin atik sularindan, petrol dolum ve bosaltim tesislerinden ve tanker trafiginden
kaynaklanan petrol kirliligi denizlerdeki besin zincirinin tiim halkalan {izerinde 6nemli
etkilere sahiptir. Petroliin bilesimindeki mikro kirleticiler (poliaromatik hidrokarbonlar) tek
hiicreli organizmalardan baglayarak baliklara ve son olarak da insana kadar ulagsan besin
zinciri yoluyla tasinirlar. Her bir seviyede yaklasik 1000 kez katlanarak (biyoakiimiilasyon)
arttig1 diisiiniildiigiinde tehlikenin boyutlar1 daha net goriilmektedir. Mikro kirleticilerden 16
tanesi birincil oncelikli kanserojenik ve mutajenik etkiye sahip oldugundan EPA tarafindan
tehlikeli kirleticiler sinifinda degerlendirilmektedir (TUBITAK ‘Proje kodu 505G210’-Ciltl,
EKII 2005).
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1.4. Petrol Kirliligini Giderme

Petroliin iiretilmesi, islenmesi, tasinmasi ve kullanilmasi asamalarinda petrol kirliligine karsi
cesitli 6nlemler almak gerekmektedir. Ornegin, deniz tasimaciliginda petrol tankerlerinin

yikanmasi esnasinda ortaya ¢ikan atik sularin aritimi, alinacak bu 6nlemler arasindadir.

Petrol dokiilmelerine miidahale ise cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle
gergeklestirilebilmektedir. Sentetik olarak iiretilen temizleyici ile kirleticinin pargalanmasi
veya kirleticinin tam kati hale getirilip kolay bir sekilde toplanabilmesini saglamak gibi
kimyasal yontemlerin yami sira; emici, adezyon sistemli, mekanik tasiyicili, suda delik
sistemli ve girdap prensipli toplayicilardan olusan cesitli mekanik temizleme yontemleri de
bulunmaktadir (Unsan, 1999). Petroliin toplandigi bu sistemler (Talinli, 2002):

= Manuel toplama (kova, kiirek, kepce, vb)

= Mekanik toplayicilarla toplama (emme tulumba, tagkan savaklar, vb)

= Tutucu maddelerle (sorbent) toplama (kil, cimento tozu, vb)

= Pihtilagtirarak toplama (flokiilant maddeler) seklinde siralanabilmektedir.

Petrol hidrokarbonlariyla kirlenmis ortamlardan alinan bu petrol dokiintiileri i¢in kirlenme
asamalarina gore ayirma, uzaklastirma ve geri kazanma yontemleri Cizelge 2°de verilmistir.
Ornegin kontamine olmus s1vi ortamdan emiilsifiye yaglar cesitli emiilsiyon kiric1 kimyasallar

kullanilarak ayrilip yakma yontemiyle uzaklastirilabilmektedir.

Cizelge 2. Kirlenme asamalarina gore ayirma, uzaklastirma ve geri kazanma yontemleri (Talinl, 2002)

Materyal tipi Avirma Yintemleri Uzaklaghrma Yintemleri
Emiilsifiye *  OGravite ile sudan ayirma *  Yafin wakit olarak geri kazarmi veya
olmamig yaglar rafinerive génderilmesi
ﬁ Emillsifive vaflar | Emilsiyon kirmaile sudan amrma o Vagin vakit olarak geri kazammi veya
E *  lsiliglem rafineriye génderilmesi
= +  Emilsiyon kirie kimyasallar *  Yakma
kuallantma «  Agnlan kumun kayhagna ger
K, kil ile kanghirma dindisilmes
Kum ile kangmiz | @ Gegici depolama sirasinda e Tagin yakit olarak geri kazammi veya
vaglar kumdan sizan yvagin toplatmas rafinerive gonderilmesi
e Suvweya solventle mkayarak o Dognadan uzaklaghirma
kumdan yagin ekstraksiyom s Incrganiklere stabilize stme
o  Elemeile katt vafn giderimi o Kirsdda bozundurm a veya kompostlama
*  Yakma
o | Kum, galal, kaya |« Gegici depolama strasindaplaj | ¢ Dogrudan uzaklagrma
E e kangmig vagla malzem esitiden Azan yadm e Vakima
= toplatnmas
- *  Suveya solventle wikama ile
. ekatraksivan
Ahgap, plastik, [  Gegici depolama sirasinda *  Dogradan uzaklagirma
VO e sz at yagin toplanm as o Vakma
Sttfg'tierﬂe kangmiz | @ Atiktan yagn saile ykanmas | e Kirsdldakompostlama veya bozundurma
vaglar
Katran toplan #  FElekleme ile kumdan ayirma *  Dogradan uzaklagirma
*  Yakma
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1.4.1 Biyolojik Sistemler

Petrol dokiilmelerine miidahalede kullanilan diger bir yontem de biyolojik sistemlerdir. Petrol
hidrokarbonlarmin dogal par¢alanmasim1 hizlandirmak igin cesitli biyolojik iyilestirme
metotlarin1 gelistirmek iizere 1990’lardan bu yana artan yogun bir ilgi s6z konusudur

(Del’ Arco, 2001).

Petrol ile kontamine olmus ortamda biyokimyasal siireclerle mikroorganizmalarin karbon ve
enerji kaynagi olarak petrol hidrokarbonlarini kullanabildikleri bilinmektedir (Boopathy,
2000). Dolayisiyla petrol hidrokarbonlariyla kirlenmis alanlarin temizlenmesinde, secilmis
mikrobiyal flora kullamlarak gerceklestirilen biyolojik iyilestirme uygulamalar tercih

edilebilmektedir (Vasudevan ve Rajaram, 2001).

Mikroorganizmalarin petrol hidrokarbonlariyla kirlenmis ortamlara eklenmesiyle harekete
gecen biyolojik parcalama mekanizmasi, hem ekosisteme zararsiz olmasi, hem de diger

yontemlere kiyasla diisiik maliyetli olusu sebebiyle cazip bir aritma alternatifi olmustur.

Mikrobiyal metabolizmada, ekzoenzimler yardimiyla hiicre membranlarindan gegebilecek
boyutlara indirilen protein, karbonhidrat, lipit vb. maddeler sitoplazma iginde de
parcalanmaya devam ederek en kiiciikk yap1 taslarina dek ayrisabilirler. Gerekli oldugu
durumlarda da fazla ayrismadan tiiniteler halinde hiicre icinde tekrar kullamilmak iizere
depolanabilirler. Sitoplazmada siiren ayrigma olaylarimi endoenzimler katalize ederler ve
mikroorganizmalar bu yap:1 taslarindan veya daha biiyiikk molekiillerden, kendilerine gerekli
olan maddeleri (protein, polisakkarit, lipit, enzim vs.) sentezlemektedirler. Metabolik olaylar,
bir¢cok enzimin katalitik etkisiyle ardisik olarak yonetilmektedir ve enzimlerde olusabilecek
en kiiciik degisimler, bu seri biyokimyasal olaylarin bozulmasina veya yon degistirmesine

neden olabilmektedir.

Literatiirde yapilan bu mikrobiyal metabolizma gozlemleri sonucu, tanker kazalar1 yoluyla
petrol dokiilmelerine biyolojik yontemle miidahaleyi simule eden biyoreaktdr uygulamalart da

bulunmaktadir (Del’ Arco ve Franga, 2001; Rosenberg vd., 1992).
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Hidrokarbonlarin gideriminde mikroorganizmalarin etkin oldugu tespit edilmistir (Olivera
vd., 1997). Yayinlanmis calismalardan hareketle, hem toprak hem de deniz ortamlarinda en
onemli hidrokarbon parcalayan bakterilerin Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas ve korineformlar olduklart

tespit edilmistir.

Bakterilerin, deniz ortamindaki mikrobiyal topluluk igerisinde baskin hidrokarbon parcalama
ozelligi gosteren elementler olduklar diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, topraktaki
hidrokarbonlarin bakteri ve funguslar tarafindan parcalanma oranlarinin karsilastirildigi bir
calismada, kum dolu bir yerde n-heksadekanin kullaniminin %82’sinin bakteriler ve sadece

%13’ tiniin funguslar tarafindan yapildig1 gézlenmistir (Demir, 1999).

Petroliin biyolojik parcalanmasi ¢evresel kosullara ve petroliin kimyasal bilesimine baghdir
(Swannell vd., 1996; Aldrett vd., 1997; Del’Arco ve Franca, 2001). Petroliin kimyasal
bilesimine gore biyolojik par¢calanmanin hiz1 da degismektedir (Del’ Arco, 2001)

Sicaklik ise, petroliin fizikokimyasal kompozisyonunu ve mikrobiyal toplulugun yapisini
etkilemesi sebebiyle hidrokarbonlarin biyolojik parcalanmalarini etkilemektedir. Ortamdaki
inorganik-organik besi maddeleri ve kullanilan mikroorganizmalar, biyolojik iyilestirmede rol
oynayan baslica faktorlerdir (Vasudevan ve Rajaram, 2001). Yam sira enzimler, mutasyon,
yatay gen transferi, mikrobiyal biiyiime, mikroorganizmalarin hidrokarbonlar1 biyolojik
parcalama kapasiteleri ve toksik metabolitlerin iiretimi, kirleticilerin; konsantrasyonu,
kimyasal yapisi, ¢coziiniirligi ve toksisitesi, elektron alicilarin varligi, oksijen difiizyonu ve

¢cOziiniirligi gibi ¢ok cesitli faktorler biyolojik iyilestirmeyi etkilemektedir (Boopathy, 2000).

Bununla birlikte ortamda alternatif karbon kaynaklarinin varligi ya da mikroorganizmalarin
aktivitesini inhibe eden sartlarin bulunmasi biyolojik parcalanma siirecini yavaslatan/durduran

faktorlerdir (Boopathy, 2000).

Ornegin oksijen biyolojik parcalamaya etki eden bir parametre olarak ele alindiginda, karada
hidrokarbonlarla kirlenmis alanlarda topraktaki diisitk oksijen igeriginin biyolojik
iyilestirmeyi sinirlayici bir faktor oldugu goriilmiistiir. Bu oksijen igerigi; mikrobiyal aktivite,

topragin cinsi ve su icerigi ile iligkilidir. Freijer’in laboratuar 6lgekli bir ¢aligmasinda,
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topraktaki oksijen igerigi %10’un altina diistiigiinde hidrokarbonlarin  biyolojik

parcalanmasinin sinirlandigl gézlenmistir (Freijer vd., 1997).

Mikroorganizmalar aerobik biyolojik parcalanma mekanizmasinda, kirleticideki karbonu
parcalayip karbondioksite (CO,) yiikseltgemek igin oksijeni kullanmaktadirlar ve bu

reaksiyon sonucu aciga ¢ikan iiriinler; biyokiitle, su ve karbondioksittir.

Alkanlarin aerobik biyolojik parcalanmasi genellikle bir aldehit ve monokarboksilik asidin
tepkimesi sonucu alkoliin olusumuyla baglar. Aerobik proseslerde, birincil enzimlerden
monooksijenazlar ile dioksijenazlar, mineralizasyon ve transformasyon boyunca aerobik

organizmalar tarafindan kullanilmaktadir (Boopathy, 2000).

Ardindan beta oksidasyonu yoluyla goriilen karboksilik asit degradasyonu ile yag asitleri ve
asetil koenzim A, son olarak da karbondioksit ortamdan ayrilir. Baz1 toksik yag asitlerinin ise
hidrokarbonlarin biyolojik parg¢alanmasi siiresince birikiminin oldugu tespit edilmistir (Atlas,

1981).

Serbest oksijenin bulundugu durumlarda meydana gelen biyooksidasyon reaksiyonlarinda
genellikle hidrojen peroksit olusmaktadir. Aerobik mikroorganizmalar bunu kendilerinde
bulunan 6zel katalaz enzimleri ile ayristirirlar ancak, anaeroblar oksijen ile iliskili herhangi
mekanizmaya (sitokrom oksidaz, katalaz, peroksidaz, vs.) sahip degildirler ve dolayisiyla bu

enzim olmadigindan, H,O, aynistirlamamaktadir. Su ve toprak ekosistemlerindeki anaerob

mikroorganizmalarda (klostridium, aktinomices, sferoforus, vs.) oksijen toksik etki

yaratmaktadir (Arda, 2000).

Bununla birlikte, deniz sedimentlerinde yapilan bazi caligsmalarda, poliaromatik
hidrokarbonlarin ve alkanlarin aerobik kosullar altindaki biyolojik parcalanmalari ile
anaerobik kosullarda siilfatin  indirgendigi sartlar altinda gerceklesen biyolojik

parcalanmalarinin ayn1 hizda oldugu izlenmistir (Caldwell vd., 1998, Coates vd., 1997).

Widdel’in de calismasinda (2001) o6zetledigi iizere, hidrokarbonlarin anaerobik biyolojik
parcalanmasi ise c¢ogunlukla denitrifikasyonun gerceklestigi ortamlarda ya da siilfatin

indirgendigi sartlar alunda meydana gelmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. Deneysel olarak elde edilmis mikrobiyal hidrokarbon kullamim alternatifleri (Widdel, 2001)

Kompleks hidrokarbonlarin biyolojik parcalanmasi genellikle birden fazla bakteri tiiriiniin bir
arada bulunmasiyla gerceklesmektedir. Mikroorganizmalarin hidrokarbonlar1 yalniz baslarina,
sadece sinirli oranlarda metabolize edebilmeleri nedeniyle toprak ve su ortamlarinda
kompleks hidrokarbonlar1 pargalayabilmek igin genis enzimatik kapasitelerinden dolay1

karisik kiiltiirlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Demir, 1999).

Karigik mikroorganizma topluluklari, petroliin biyolojik parcalanma kapsamini ve oranini

arttirmaktadir.

Petrol hidrokarbonlarinin biyolojik parcalanmasi, once alifatik kismin ve diisiik molekiiler
agirlikli aromatiklerin, sonra yiiksek molekiiler agirlikli aromatiklerin yikimi seklinde

gerceklesmektedir.

Bununla birlikte, ham petrolde mikrobiyal aktiviteyi inhibe eden toksik hidrokarbon igerigi de
s0z konusu olabilmektedir ve sudaki toksik hidrokarbonlarin ¢oziiniirliigiiniin bir fonksiyonu

olarak toksisite meydana gelmektedir.

Petroliin bilesimindeki alkanlarin en kolay biyolojik parcalanmaya ugrayan bilesikler oldugu
diisiiniilmektedir; kompleks alisiklik bilesenlerden hopan ve steranlar ise biyolojik

parcalanmaya en dayanikli gruplardir (Atlas, 1981).
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Petrol hidrokarbonlarinin  biyolojik pargalanmasi; n-alkanlar, monosiklik alkanlar,
alkilbenzenler, isoprenoid alkanlar, alkilnaftalenler, bisiklik alkanlar, steranlar ve hopanlar

sirasini izlemektedir (Connan, 1984).

Dallanmis yapida olan alkanlar molekiiler yapilariyla iligkili olarak n-alkanlara kiyasla
mikrobiyal parcalanmaya daha direnglidirler (Del’Arco ve Franga, 2001; Atlas ve Bartha,
1973; de Jonge vd., 1997). Dalli yapida bulunan metil grubu ise mikrobiyal saldirilara kars
direnci yiikseltmektedir ve beta oksidasyonunun gerceklesmesine engel olan bu duruma az

sayida mikroorganizma karsi koyabilmektedir (Venosa ve Zhu, 2003).

Petroliin polar fraksiyonunu temsil eden recine ve asfaltik malzemeler kismi, biyolojik
parcalanmaya yiiksek diren¢ gosteren kisim olarak tanimlanmaktadir (Del’ Arco ve Franca,
2001). Bununla birlikte, kometabolizma yoluyla asfaltenin biyolojik parcalanmasinin
gerceklestigi goriilmiistiir. Kometabolizma, iki bilesigin es zamanli metabolizmasi olarak
tamimlanabilir. Ornegin metanin biyolojik parcalanmasi prosesinde bazi bakteriler klorlu

solventleri de parcalayabilmektedirler (Leahy ve Colwell, 1990).

Baz1 recinelerin, oOzellikle diisik molekiiler agirlikli recine fraksiyonlarimin diisiik
konsantrasyonlarda biyolojik parcalanmaya ugrayabildikleri tespit edilmistir. Biyolojik
parcalanmaya yiiksek direng gosteren bu fraksiyonlar hakkinda detayli ¢alismalarin yapilmasi

gerekmektedir (Venosa ve Zhu, 2003).

Hidrokarbonlarin yapisindaki aromatiklerin (6zellikle alkilli aromatiklerin) biyolojik
parcalanmaya direngli olmasimin yami sira naftalen gibi diisiik molekiiler agirlikh
aromatiklerin, cogu doymus bilesikten daha Once parcalandigi bilinmektedir (Foght ve

Westlake, 1987).

Monoaromatik hidrokarbonlarin bazi mikroorganizmalar i¢in toksik etkileri sz konusudur,
fakat genellikle aerobik sartlar altinda diisiik konsantrasyonlarda bu bilesiklerin kolaylikla

biyolojik par¢alanmaya ugrayabildikleri bilinmektedir (Venosa ve Zhu, 2003).

Fenantren ve naftalene gore daha yiiksek molekiiler agirlikli krisen ve benzo(a)piren gibi
poliaromatik hidrokarbonlarin ise biyolojik parcalanmaya kars1 direnci yiiksektir (Hadibarata

vd., 2009).
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Ote yandan farkli biyolojik par¢alanma seviyelerinde petroliin 6zellikleri de degismektedir.
Biyolojik parcalanma sonucu petroliin siilfiir icerigi, asiditesi ve viskozitesinde artig

gozlenmektedir (Roling vd., 2003).

Cizelge 3’te artan biyolojik parcalanma seviyelerinde petroliin API gravitesi, icerigindeki
doymus, aromatik ve polar bilesiklerin yiizdesi gibi bazi1 o6zelliklerde meydana gelen

degisimler verilmistir.

Cizelge 3. Artan biyolojik parcalanma seviyelerinde petroliin bazi 6zelliklerinin degisimi (Uysal, 2006)

Doymus | Aromatik | Polar
API Silfur | Vanadyum | Nikel | Asfalten | Bilesikler | Bilesikler | Bilesikler
Gravitesi (W%) | (ppm) (ppm) | (%) (%) (%) (%)
Bozunmamig
petrol 32 0,6 30,6 16,4 2 55 23 21
Kismen
bozunmusg petrol |12 1,6 224 75,1 14 25 21 39
Asiri bozunmus
petrol 4 1,5 137,5 68,5 21 20 21 41

Ornegin artan biyolojik par¢alanma seviyelerinde petroldeki doymus bilesiklerin yiizdesinde

azalma, asfalten miktarinda ve polar bilesiklerin yiizdesinde artis oldugu goriilmektedir

(Cizelge 3).
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2. MATERYAL ve METOTLAR

2.1 Materyal

2.1.1 Bakteriler

Laboratuar ortaminda gerceklestirilen aerobik biyolojik par¢alanma calismalarinda Vibrio
fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli bakterileri

kullanilmustir.

2.1.2 Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan Mineral Salt Medium (MSM)” besiyerinde (NH4)2SO4, K,HPOyu,
MgS0,4.7H,0, NaCl, CaCOs, Starch Soluble ve Trace Element  bulunmaktadir. MSM
besiyerindeki Trace Element soliisyonunun icerigi, g/1.10° ml: 0.1 FeSO,.7H,0; 0.1
MnCl,.4H,0; 0.1 ZnSO4.7H,0 seklindedir. Bakterilerin sivi besiyerine ekimi i¢in Lactose

Broth (Merck), kat1 besiyerine ekimi i¢in Nutrient agar (Merck) kullanilmastir.

Petrol 6rnegi olarak deneme serilerinde kullanilan Siberian Light ham petroliiniin 6zellikleri:
API Gravitesi; 37.8, Siilfiir (% Agirlik); 0.42, Yogunluk (g/ml); 0.8358’dir. Analitik

metotlarda solvent olarak n-heksan (Merck) kullanilmuistir.

2.1.3 Cihazlar

Calismada kullanilan bakterilere ait optik yogunluk ol¢iimleri, BIO-RAD SmartSpec 3000
spektrofotometre cihazinda yapilmistir. Calismada hazirlanan diizenekler Sanyo Gallenkamp
orbital inkiibator calkalayiciya yerlestirilmistir. Toplam petrol hidrokarbonu konsantrasyon
bilgilerinin elde edildigi ultraviyole fluorospektrofotometre Olgiimleri Shimadzu RF 5301
cihazinda, detayli hidrokarbon analizleri Perkin Elmer Auto System XL GC - Turbo Mass

Spectrometer gaz kromatografi-kiitle spektrometre cihazinda yapilmistir.

*: http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium252.pdf
**#: http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium84.pdf
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2.2. Metot

2.2.1 Bakteri Kiiltiirlerinin Eldesi

Laboratuar ortaminda aerobik biyolojik parcalanma calismalarinda kullanilmak iizere
Marmara Denizi’nden 0-30 cm yiizey deniz suyundan ve Batman Petrol Rafinerisi toprak
orneklerinden alinan Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia

coli bakterileri izole edilmis ve identifikasyonu yapilmistir .

Westlake ve arkadaslar1 (1974), Alveraz ve Pucci (1993) c¢alismalarinda hidrokarbonlari
basariyla okside eden bakteriler arasinda gram negatif olanlarin baskin oldugunu
vurgulamiglardir. Bu tez ¢alismasinda petrol hidrokarbonlarimin biyolojik parcalanmasinin
test edilecegi bakterilerden Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
bakterilerinin gram negatif, Bacillus subtilis’in ise gram pozitif oldugu gram boyama

yapilarak tespit edilmistir.

2.2.2 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Mineral Salt Medium (MSM) besiyeri, g.l’lz 2 (NH4),SOq4; 1 KoHPOy; 1
MgS0,4.7H;0; 1 NaCl; 2 CaCOs; 10 Starch Soluble ve 1 ml Trace Element alimip 1 L’ye
distile su ile tamamlanarak hazirlanmistir. MSM’in pH'si, 1IN H,SO4 kullamilarak 7,2’ye
ayarlanmigtir. Bakterilerin s1v1 besiyerine ekimi i¢in Lactose Broth, kat1 besiyerine ekimi i¢in
Nutrient agar hazirlanmistir. Deney diizeneginde kullanilan besiyerleri ve malzemeler

120°C’de 20 dk siireyle otoklav edilmistir.

2.2.3 Petroliin Secimi

2003 yili sonrasinda iilkemize boru hatti araciligiyla gerceklestirilen petrol alimlar
durdurulunca ham petrol acig1 Karadeniz kaynakli, Rusya Federasyonu merkezli Siberian
Light ve Ural gibi petrollerle karsilanmaya baslanmistir (2003-2006). Bu calismada ihrag

karisimi olan Ural yerine, hafif ve daha diisiik kiikiirt yiizdesi bulunduran Siberian Light ham

g Dog.Dr. Giilsen Altug, Yiik. Biyolog Sevan Giiriin (istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi)
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petrolii tercih edilmistir. Ayrica kaynag Tiirkiye — Batman merkezli saglanan Batman Light

ham petrolii ile de iki hafta siiren bir 6n deneme yapilmistir.

2.2.4 On Deneme ve Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Batman Light ham petrolii ile iki hafta siireli bir 6n deneme gerceklestirilmis ve calismada
kullanilacak mikroorganizmalar bu asamada secilmistir. Ancak 6n deneme periyodunun
sonlarina dogru, kullanilan Batman Light ham petroliinde katranlagma goriilmesi sebebiyle

numune alimi durdurulmus ve inkiibasyon periyodu sona erdirilmistir.

Bu calismada kullanilan Siberian Light ham petrolii ile hazirlanan ortamlarda ise numune
alimlar iki haftadan uzun bir periyotta siirdiiriilebilmis, petrolde katranlasma goriilmemis ve
numune aliminda sikinti yasanmamasi iizerine deneme bir ay siireyle devam ettirilmistir.
Literatiirde biyolojik parcalanma calismalarinda izlenen inkiibasyon periyodu siireleri
cesitlidir, ornegin Del’Arco ve Franca (2001), petrol hidrokarbonlarinin biyolojik

parcalanmasimn izledikleri caligmalarini 28 giin siirdiirmiislerdir.

2.2.5 Deney Diizeneginin Kurulmasi

Calismada, “Bakteri + Besiyeri ‘Mineral Salt Medium’(MSM) igeren ortamlar; 1 — 10 ”, “Bakteri +
MSM + Siberian Light ham petrolii (SBL) igeren ortamlar’; 11 — 20 araliginda”, “Negatif kontrol

numunesi olan ‘MSM+SBL’ ise 21" olarak numaralandirilmistir.

= Genel icerigi “1 Bakteri Kiiltiirii+ Lactose Broth (LB)” olan 1- 4 araligindaki numara

sirastyla Vibrio fluvialis+ LB, Pseudomonas aeruginosa+ LB, Bacillus subtilis+ LB,
Escherichia coli+ LB siispansiyonlarindan 4 ayr1 250 ml’lik steril erlene 25’er ml
eklenmis ve her birinin {izerine 100’er ml Mineral Salt Medium (MSM) besiyeri ilave
edilmistir. Deney diizeneginde 11- 14 no araligindaki numuneler, 1- 4 araliginda

verilen ortamlara ek olarak 25’er ml Siberian Light ham petrolii (SBL) icermektedir.

= Genel icerigi “2 Bakteri Kiiltiirii+ ILB” olan 5- 7 aralifindaki numara sirasiyla

(V.fluvialis+ P.aeruginosa)+ LB, (V.fluvialis+ B.subtilis)+ LB, (P.aeruginosa+
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B.subtilis)+ LB siispansiyonlarindan 3 ayr1 250 ml’lik steril erlene 25’er ml eklenmis
ve her birinin iizerine 100’er ml MSM besiyeri ilave edilmistir. Deney diizeneginde
15- 17 no araligindaki numuneler, 5- 7 aralifinda verilen ortamlara ek olarak 25’er ml

SBL icermektedir.

= Genel icerigi “3 Bakteri Kiiltiirii+ ILB” olan 8- 9 aralifindaki numara sirasiyla

(V.fluvialis+ P.aeruginosa+ B.subtilis)+ LB ve (P.aeruginosa+ B.subtilis+ E.coli)+
LB siispansiyonlarindan 2 ayrn 250ml’lik steril erlene 25’er ml eklenmis ve
tizerlerine100’er ml MSM besiyeri ilave edilmistir. Deney diizeneginde 18-19 no
araligindaki numuneler, 8- 9 araliginda verilen ortamlara ek olarak 25’er ml SBL

icermektedir.

= Genel icerigi “4 Bakteri Kiiltiirii+ LB” olan 10 no’lu (V.fluvialis+ P.aeruginosa+

B.subtilis+ E.coli)+ LB siispansiyonundan 250 ml’lik bir steril erlene 25 ml eklenmis
ve tlizerine 100 ml MSM besiyeri ilave edilmistir. Deney diizeneginde 20 no’lu
numune, 10 no’lu ortama ek olarak 25 ml SBL icermektedir. Ayrica 100 ml MSM, 25
ml SBL igceren 21 no’lu MSM+ SBL numunesi, herhangi bir bakteri siispansiyonunun

katilmadig1 negatif kontroldiir.

Deneysel akis semasinda da gosterildigi gibi (Sekil 5); oOncelikle “Vibrio fluvialis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli” bakterilerinden 100’er pl alinip
Nutrient Agar iceren plaklara ekim yapilmistir. Plaklar, 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir ve ardindan hazir olan 24 saatlik kiiltiirler (Vibrio fluvialis; Pseudomonas
aeruginosa; Bacillus subtilis; Escherichia coli) Lactose Broth igceren ortamlara aktarilmistir.
Lactose Broth ortamina alinan kiiltiirler 37°C’de 150 rpm’de 7 saat siireyle orbital inkiibator
calkalayicida tutulmustur ve ardindan bu siire sonunda ¢alkalayicidan alinarak optik yogunluk
(OD) olgiimleri yapilmistir. Bundan sonra deney diizeneginin kurulmasi asamasinda, Mc
Farland bulaniklik testi (Mc Farland 1 no'lu tiip) ve kontrol amaciyla yapilan OD 6lciimii esas
almarak hazirlanan ilgili ‘bakteri siispansiyonlarindan, diizenekteki 250ml’lik sterilize edilmis
erlenlere 25°er ml, Mineral Salt Medium besiyerinden 100’er ml [1’den - 10 no’ya kadar olan
erlenler]’ ve Siberian Light ham petroliinden 25’er ml ilave edilmistir [11’den- 20 no’ya kadar

olan erlenler].



25

Mutrient Agar iceren plaklara ekim

37°C'de
24 53 slreyle
inkobasyon

@ |
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Deney la
Diizenedinin 150 pm ve 25°C'de
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LB: Lactose Broth; MSM: Mineral Salt Medium; SBL: Siberian Light Ham Petroli; OD: Optik yoduniuk; UVE: Ultraviyole Fluorospekirofotometre; GC-MS: Gaz kromatografi-Kiie Spektrometresi

Sekil 5. Deneysel Akis Semasi
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Cizelge 4. Aerobik biyolojik parcalanma caliymasinda hazirlanan ortamlar

4
o

Bakteri + Besiyeri ‘Mineral Salt Medium’(MSM) iceren ortamlar:
Vibrio fluvialis +MSM
Pseudomonas aeruginosa +MSM
Bacillus subtilis +MSM
Escherichia coli +MSM
(V.fluvialis + P.aeruginosa)+MSM
(V.fluvialis + B.subtilis)+MSM
(P.aeruginosa + B.subtilis)+MSM
(V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis)+MSM
(P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli)+MSM
0 (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli )+MSM
Bakteri + MSM + Siberian Light ham petrolii (SBL) iceren ortamlar:
11 Vibrio fluvialis+ MSM+SBL
12 Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL
13 Bacillus subtilis+ MSM+SBL
14 Escherichia coli+MSM+SBL
15 (V.fluvialis + P.aeruginosa)+MSM+SBL
16 (V.fluvialis + B.subtilis)+MSM+SBL
17 (P.aeruginosa + B.subtilis)+MSM+SBL
18 (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis)+MSM+SBL
19 (P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli)+MSM+SBL
20 (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli )J+MSM+SBL
Negatif kontrol:
21 MSM+SBL ortamu

=[O0\ [W| | —

Kurulan diizenekler, t=0 anindaki pH oOl¢iimlerinin ardindan 31 giin siireyle 25°C ve 150
rpm’de tutulmak {izere orbital inkiibator calkalayiciya yerlestirilmistir.  Petrol
hidrokarbonlarinin 151k ile temasinda foto-oksidasyon yoluyla hidrokarbonlarin parcalanmaya
ugramasi s6z konusudur (Delille ve arkadaslari, 1998). Calismada 1sikla petroliin dogrudan
temasinin istenmemesinden 6tiirii, bu calkalayicinin 151k diizeyi %0 (kapali) konumda sabit

tutularak deneme siirdiiriilmiistiir.

2.2.6 Optik Yogunluk (OD) Olciimii

Nutrient agar iceren plaklara bakterilerin ekimi ve inkiibasyon (37°C’de, 24 sa) sonrasinda
hazir olan 24 saatlik kiiltiirler (Vibrio fluvialis; Pseudomonas aeruginosa; Bacillus subtilis;
Escherichia coli), Lactose Broth (LB) ortamina alindiktan sonra bu sivi besiyeri ortaminda
(LB) 37°C’de 150 rpm’de orbital inkiibator calkalayicida 7 saat siireyle tutulmustur ve ayri
bir caligsma olarak deneyin uygulama asamasi oncesinde bu bakterilerin optik yogunluk tayini

ile sayimi1 yapilmistir.
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2.2.7 Numune Alimi, pH Olciimii ve Ekstraksiyon Islemi

Deney diizenegindeki 1’den 21’e kadar numaralandirilmis erlenlerin inkiibasyon periyodunun
1., 7., 16., 28. ve 31. giinlerine ait gdzlemleri, EK 68’den 72’ye kadar verilmistir. Analizler
icin bu erlenlerden 72 saat araliklar ile 3’er ml ornek almip pH Olciimleri yapilmis ve
numuneler +4°C’de soguk odada saklanmistir. Ekstraksiyon islemi i¢in her numune iizerine
1:1 hacim oraninda n-heksan eklenmis ve ardindan hidrokarbon iceren heksan fazi elde

edilmistir.

2.2.8 Ultraviyole Fluorospektrofotometre (UVF) Analizi

Ekstraksiyon isleminin ardindan, numunelerin ultraviyole fluorospektrofotometre (Shimadzu
RF 5301) cihazinda ol¢iimleri sonucunda toplam petrol hidrokarbonu konsantrasyon bilgileri

elde edilmistir.

UVF Cihaz1 Calisma Sartlar::

Dalga boyu araligt  : 310 — 360 nm (Excitation - Emission)

Kullanilan ¢6ziicii  : n-heksan

2.2.9 Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometre (GC-MS) Analizi

GC-MS cihaziyla (Perkin Elmer Auto System XL GC - Turbo Mass Spectrometer)
numunelerin hidrokarbon analizinde iyon kromatogramlarindaki isoprenoid miktarlari, pik

alanlartyla iliskili olarak belirlenmistir.

Analiz sirasinda uygulanan GC-MS metodu ve cihazin ¢alisma sartlarina iliskin parametreler

asagidaki gibidir;
Kolon: 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, HP 5-MS kapiler kolon
Enjeksiyon: 1 ul splitless mod
Inlet sicakhig 280 °C
Firm sicaklig: 1dk 50°C, 10° C/dk 320°C ye, 5 dk 320°C.
Tas1yic1 gaz: Helyum

Inlet Basinct Sabit akis, 1 ml/min



28

3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. OD Olciimii

On calisma olarak Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Escherichia

coli bakterilerinin optik yogunluk o6l¢timleri 600nm’de; t=0, 1., 3., 5., 7., 9. ve 11. saatlerde

gergeklestirilmistir.
(a) &1 b 59
4 . 4 .
g 3 g 3
S S
(=] 21 » + = 21 *
1 4 b’ 1 4 :
0 . . . 0 . . .
0 5 10 15 0 5 10 15
inkibasyon Sires (sa) inklhasyon Slres (sa)
() 71 (| 57
4 i

ODgo0
—= ka3
\
>
ODson

0 2 10 13

inkibasyon Sires (58] inkibasyon Sires (5a)

Sekil 6. Deneyde kullanilan bakterilere ait biiyiime egrileri
(a) V.fluvialis, (b) P.aeruginosa, (c) B.subtilis ve (d) E.coli

Sekil 6’da gosterilen bakteri biiylime egrilerinde OD o6l¢iimiiniin yapildig1 7. saatte (a) Vibrio
Sfluvialis, (b) Pseudomonas aeruginosa, (¢) Bacillus subtilis ve (d) Escherichia coli bakterilerinin

logaritmik ¢ogalma evresinde oldugu goriilmektedir.

Bakterilerin biiylime egrisinin logaritmik gelisme evresinde bulunan mikroorganizmalar hizli
cogalma igerisindedirler ve hiicre oliimleri yeni hiicre olusum hiz1 ile kiyaslandiginda son
derece azdir; dolayisiyla deneyin uygulama asamasinda bakterilerin en aktif oldugu bu evrede
sisteme katilmasi amacglanmistir. Logaritmik gelisme evresinin ortasinda biyolojik
parcalanmanin arttifi yoniindeki bir degerlendirmeyi ele alan Prabhu ve Phale (2003),
Pseudomonas sp. PP2 izolati i¢in izledikleri fenantrenin biyolojik pargalanma
mekanizmasinda, logaritmik gelisme evresinin ortalarinda artan hidrofobik etki ile iliskili

olarak fenantrenin biyolojik par¢alanmasinin arttig1 seklinde bir sonuca varmiglardir.
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3.2. pH Olciimii

Deney diizenegindeki 21 numunenin 31 giinliik inkiibasyon periyodu boyunca 6lgiilen pH

degerleri Cizelge 5’te verilmistir.

Diizenekte t=0 aninda yapilan 6l¢iimde tiim numunelerin pH'sinin 7 oldugu goriilmektedir. 21

nolu numunenin pH’s1 inkiibasyon periyodu sona erene dek 7 degerinde sabit kalmstir.

Cizelge 5. Deney diizenegindeki numunelerin inkiibasyon periyodu boyunca oél¢iilen pH degerleri

Inkubasyon Suresi “Saier) | 5 |3 | g | 7. |10.|13.[16.[19.| 22|25 |28 | 7

MO |{Numuneler
1| Vibrio fluvialis +MSh 7| 4|45[45] 5| 4| 4] 4|45(45|45|45
2| Peeudomanas aeruginoss S 7l 5|55|55|55|55] B| B| Bl Bl Bl B
3| Bacilius subtilis +WMSM 7| A|55] 5|55[45] B 5| & 5 B 5
4| Escherichia coli +hSh 7| 7| G| B| B|45] 5| 5| 5| A 5| &
SW.E P a +MEM 7| &|55] 7| Bl B| B| B| B B B B
% £ 4B 5 +MSh 7| Bl B 7| B Bl Bl B| Bl B| Bl B
7|P.a. +B.5. +M5M 7| 4|45[45] S|45|45[45(45|45|45|45
8.1 +P.a.+B.5. +M3M 7| &5 B 7| 7| 7| B| B| B B B B
G9|P.a.+B.¢. +E.c. +MSh 7| A&| A|55|55[45] B 5| & 5 B 5
10|V 1 +P. a.+B. 5 +E ¢ +MSM 7| Al B 7|55 A|55|55|55] B| Bl B
1] Vibrio fluvialis +MEM+SBL 7| 5|55 B| 5| B| B| B| B B B B
12| Peeudomonas asruginoss HSM+SBL) 7)) 5| B 7| 5] B| B B B B B B
13| Bacilius subtilis HMSM+SEL 7| &las[45]45] 8] 3|35(35[35] 3] 4
14| Escherichia coll HASM+SBL 7| 7| Bl 7| B|55| 5| 5|45(45|45|45
15| £ +P. 2. HSM+SBL 7| 7|55 5| Bl B B B| B B B B
16| 1. +B. 5. +MSM+SBL 7| 4l45)45|85] 4] B 7| T 77T
17|P.a.+B.5. +MSM+SBL 7| 4|45/45| S|45|55] 5|55 6| Bl B
18|V 1. +P.a.+B. 5 +MSM+SBL 7| &|45[45] S|45|55] 5|55 5] 5| 5
19|P.a.+B.5. +E.c. +MSM+EEL 7| A& A|55| 5] 5|55 5| 5] 5 B 5
200V f+P.a.+B.5.+E. c. +WSM+SEL 7| 5| 5| 5| 5| 5| 5| 5| 5|55|55|55
21|SBL+HMSM A A O T I O O I v

Vibrio fluvialis’in 1 nolu numunesinin pH'sinin inkiibasyon periyodunun 22. giiniinden
itibaren 4.5; Vibrio fluvialis *in SBL uygulanan 11 nolu numunesinin pH’simin 13. giinden
itibaren 6 degerini aldig1 goriilmektedir. 11 nolu ortamda 1 nolu ortama kiyasla pH’da artis

olmustur.

Benzer sekilde pH artisi, Vibrio fluvialis+ Bacillus subtilis’ in 6 ve 16 nolu; Pseudomonas
aeruginosa+ Bacillus subtilis’in 7 ve 17 nolu ortamlarinda da s6z konusudur. Bununla
birlikte “Vibrio fluvialis+ Bacillus subtilis” ile “Pseudomonas aeruginosa+ Bacillus
subtilis ’in 6 ve 7 nolu numunelerinin pH’larinda, Vibrio fluvialis’in 1 nolu numunesine gore

daha erken bir donemde pH’da sabitlenme goriilmiistiir. ( 6 ve 7 nolu numuneler 10. ve 13.

giinlerde sirastyla pH=6 ve pH=4.5 degerlerinde sabitlenmistir. )
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Pseudomonas aeruginosa’ min 2 ve 12 nolu numunelerinde sirasiyla 16. ve 13. giinlerden
itibaren pH’ nin 6 degerini aldig1, yam sira Pseudomonas aeruginosa’nin Vibrio fluvialis ile
birlikte bulundugu 5 ve 15 nolu ortamlarda da 10. giinden sonra pH nin 6 degerine esitlendigi

goriilmektedir.

Bacillus subtilis’in SBL uygulanan 13 nolu numunesine ait pH 6l¢timlerinde 31 giin boyunca
dalgalanmalar meydana gelmistir; SBL uygulanmayan 3 nolu Orneginde ise pH 16. giin

itibariyle 5’te sabitlenmistir.

4, 8 ve 10 nolu ortamlarda pH’lar sirasiyla 16. giinde ‘pH=5’, 16. giinde ‘pH=6", 25. giinde
‘pH=6’ degerlerinde iken; bu numunelerin SBL uygulanmis 14, 18 ve 20 nolu ortamlarinda
pH’da bir miktar diisiis oldugu gozlenmektedir. ( 14, 18 ve 20 nolu numunelerde sirasiyla 22.
giinde ‘pH=4.5", 25. giinde ‘pH=5" ve yine 25. giinde ‘pH=5.5" degerlerine diismiistiir ). 4,

10, 14 ve 20 nolu ortamlar Escherichia coli kiiltiirii icermektedir.

Vibrio fluvialis’ in olmadig1 Pseudomonas aeruginosa+ Bacillus subtilis+ Escherichia coli
karisik kiiltiirii ortamina ait 9 ve 19 nolu numunelerde ise pH sirasiyla 16. ve 19. giinlerden

itibaren eg degeri almistir, pH=>5"tir.

Bu calismada Vibrio fluvialis +MSM+SBL, Pseudomonas aeruginosa +MSM+SBL ve Vibrio
Sfluvialis + Pseudomonas aeruginosa +MSM+SBL ortamlarinda inkiibasyon periyodunun 13.

giiniinden itibaren kararli sekilde pH nin 6 degerinde seyrettigi gozlemlenmistir.

Verstraete ve arkadaslar1 (1976) gazolinin biyolojik par¢alanmasim izledikleri pH 4.5 ortam
sartlarinda, pH'nmin 7.4’e yiikseltilmesi sonucu biyolojik par¢alanma hizinin arttigini
kaydetmislerdir. Bununla birlikte pH 8.5’in iizerine ¢iktiginda mikrobiyal aktivitede ve

dolayistyla biyolojik par¢alanma hizinda diisiis gozlemlemislerdir.

Benzer sekilde, Dibble ve Bartha (1979) calismalarinda petrol hidrokarbonlarinin biyolojik

parcalanmasi i¢in pH’ nin uygun degerinin 5- 7.8 araliginda oldugunu rapor etmislerdir.

Crews ve arkadaslarmin (1993) hidrokarbonlarin biyolojik parcalanmasi iizerine ortamda
havalandirma, pH, azot — fosfor oraninin etkisini inceledikleri bir biyoreaktor ¢alismasinda,

pH 6- 6.3 deger aralifina getirildiginde s6z konusu oksijen alim hizindaki artis ile iliskili
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olarak, bu sartlarda (pH: 6- 6.3) mikroorganizmalarin petrol hidrokarbonlarinin biyolojik

parcalanmasim etkin sekilde gerceklestirebildiklerini kaydetmislerdir.

3.3. UVF Olciimii

Deney diizeneginin tiim numunelerinde yapilan UVF ol¢iimii ile belirlenen toplam petrol
hidrokarbonu (TPH, pg/ml) konsantrasyonlarinin zamana bagh degisimi Sekil 7, 8 ve 9°da

verilmisgtir.

SBL ham petroliiniin uygulanmadig1 1°’den 10’a kadar numaralandirilms tekli, ikili, tiglii ve
dortlii bakteri kiiltiirii iceren kontrol setindeki UVF o6lctimleri sonucunda numunelerde TPH

konsantrasyonunun sdz konusu olmadigi Sekil 7 ve 9’da goriilmektedir.

31 giinliik inkiibasyon periyodu boyunca 12 nolu, Pseudomonas aeruginosa’nin yalniz basina
bulundugu ortam ile 11 nolu, Vibrio fluvialis’in yalmz basina oldugu ortamdaki TPH
konsantrasyonlarinin degisimleri birbirine benzer sekilde seyretmistir. Bununla birlikte, 31.
giindeki TPH konsantrasyonlart kiyaslandiginda 12 nolu numunenin TPH konsantrasyonu 11
nolu numuneye gore daha diistiktiir. Yani sira, 11- 20 no araligindaki SBL uygulanmig tekli,
ikili, ti¢lii ve dortlii bakteri kiiltiirii iceren set igerisinde inkiibasyon periyodunun sonunda
TPH konsantrasyonunda en fazla azalma 12 nolu Pseudomonas aeruginosa numunesinde

goriilmektedir. 12 nolu bu numuneyi, 11 nolu Vibrio fluvialis izlemektedir.

Bundan sonra, Vibrio fluvialis+ Pseudomonas aeruginosa+ Bacillus subtilis’in bir arada
bulundugu ortam 18 ile Pseudomonas aeruginosa+ Bacillus subtilis’in birlikte oldugu 17
nolu numunenin son giindeki (31.giin) TPH konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda; Bacillus
subtilis’in varhiginda Vibrio fluvialis+ Pseudomonas aeruginosa’nin, 17 nolu ortama kiyasla
daha fazla TPH konsantrasyonu azalmas1 meydana getirdigi goriilmektedir. Bununla birlikte
17 nolu Pseudomonas aeruginosa+ Bacillus subtilis ortami, 19 nolu Escherichia coli’nin de
katildig1 Pseudomonas aeruginosa+ Bacillus subtilis ortam1 (PBE) ile kiyaslandiginda son

giinde (31.giin) daha az TPH konsantrasyonuna sahiptir.



32

"Siberian Light Ham Petroll (SBL) + MSM" [No:21]
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Sekil 7. Deney diizenegindeki numunelerde inkiibasyon periyodu siiresince UVF olciimiine gore belirlenen

toplam petrol hidrokarbonu (TPH, pg/ml) konsantrasyonlari. (Numune No; 1-4, 11-14 ve 21 )




33

"V fluvialis +P.aeruginosa+SBL+MSM" "V.fluvialis+P.aeruginosa+B.subtilis+ SBL+MSM
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Sekil 8. Deney diizenegindeki numunelerde inkiibasyon periyodu siiresince UVF odlciimiine gore belirlenen
toplam petrol hidrokarbonu (TPH, pg/ml) konsantrasyonlari. (Numune No; 15-20)

SBL uygulanmis 15 ve 16 nolu iki bakteri tiirii iceren Vibrio fluvialis+ Pseudomonas
aeruginosa ve Vibrio fluvialis+ Bacillus subtilis numunelerine ait grafiklerde TPH

konsantrasyonlarinda benzer degisimler ortaya ¢cikmustir.

Dort bakteri tiirii iceren kanisik kiiltire SBL uygulamasinin yapildigi 20 nolu numunede son
giine (31.glin) ait yapilan UVF oOlciimiinde 44812 pg/ml degerinde yiiksek bir TPH

konsantrasyonu elde edilmistir.

Tek basina Bacillus subtilis ve Escherichia coli’'nin bulundugu SBL uygulanmis 13 ve 14
nolu ortamlarda ise TPH konsantrasyonunda belirgin bir azalma olmamistir. 13 nolu 6rnegin
TPH konsantrasyonunun degisimi grafiginde, 6érnegin pH ol¢iimlerindeki durumuna benzer

sekilde dalgalanmalar gézlenmistir.
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Sekil 9. Deney diizenegindeki numunelerde inkiibasyon periyodu siiresince UVF olciimiine gore belirlenen
toplam petrol hidrokarbonu (TPH, pg/ml) konsantrasyonlari. (Numune No; 5-10)

3.4. GC-MS Analizleri

Deney diizenegindeki tiim numunelerin GC-MS analizlerinden elde edilen kromatogramlari

EK [4- 67] de verilmistir.

GC-MS analizlerinden elde edilen grafik goriintiilere kromatogram denilmektedir. Sekil 10°da
ele alinan 6rnek kromatogramda goriildiigi gibi, kromatogramin x ekseni boyunca cihazda
farkli alikonma zamanlarinda siralanan karbon dizisi yer almakta iken, y ekseni numune

icerigindeki bu karbonlarin yiizde (%) cinsinden miktarlarini ifade etmektedir.

Aerobik biyolojik parcalanma calismasinda, Siberian Light ham petroliiniin uygulandig ( [11-
21] nolu ortamlar) ve uygulanmadigt ( [1- 10] nolu ortamlar) tim numuneler i¢cin GC-MS

analizleri yapilmistir.
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Sekil 10. Siberian Light ham petroliine ait toplam iyon kromatogram (TIC)

SBL uygulanmayan kontrol setine ( [1- 10] nolu ortamlar) ait toplam iyon kromatogramlari
EK [6- 25]te verilmektedir, bu numunelerin genel igerigi calismanin basinda da belirtildigi

izere ‘bakteri+besiyeri’ bilesimidir.

SBL uygulanan numuneler ( [11- 21] nolu ortamlar) i¢in ise GC-MS analizleri sonucunda
elde edilen toplam iyon kromatogramlarimin yam sira, m/z (kiitle/degerlik) 85 iyonu

kromatogramlari da alinmistir (EK 26- 67).
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Sekil 11. Ornek bir m/z 85 iyonu kromatogrami

Alkanlarin karakteristik dizisini veren m/z 85 iyonu kromatogramlarinda (Sekil 11), Siberian

Light ham petroliniin bulundugu ortamlarda petrol hidrokarbonlarinin biyolojik
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parcalanmasinin izlenmesi amaciyla, C17/Pristane (C17/Pr) ve C18/Phytane (C18/Ph)
isoprenoid oranlar1 kullanilarak biyolojik parcalanma seviyeleri belirlenebilmektedir.
Dallanmis asiklik isoprenoidler (Pristane ve Phytane), C17 ve Cl18’e gore biyolojik
parcalanmaya daha direnclidirler bu nedenle s6z konusu bu iki orandaki (C17/Pr ve C18/Ph)
azalma biyolojik parcalanmanin gergeklestigini gostermektedir. GC-MS cihazinda pik
alanlarinin hesaplanmasi ile belirlenen C17/Pr ve C18/Ph isoprenoid oranlar1 biyolojik

parcalanabilirligin bagil seviyesi hakkinda fikir vermek iizere kullanilmisgtir.

Sekil 13 ve 14’te de goriildiigii gibi, deney diizenegindeki [11- 21] nolu numunelere ait
C17/Pr ve C18/Ph isoprenoid oranlari inkiibasyon periyodu boyunca tiim numunelerde
degiskenlik gostermektedir. Bu isoprenoid oram grafiklerine gore baslangictaki (t=0) C17/Pr
ve C18/Ph oranlar1 100 kabul edilerek Sekil [15- 26]’da goriilen diyagramlar olusturulmustur.

Ornek olarak, Sekil 12°de Afrika ham petrolii i¢in sirasiyla I-VI aralifinda artan biyolojik
parcalanma seviyelerini gosterir kromatogramlar dizilmis ve CI17/Pr oranindaki diisiis

kayitlar birlikte verilmistir (Wang ve Stout, 2006).

Dreau ve arkadaglar1 (1997) ise, Arabian Light ham petroliinii kullandiklar1 ¢alismalarinda
isorenoid oranit degerlendirmelerini yapmak yerine, petrol hidrokarbonlarinin yapisindaki

hopan fraksiyonunun izlemesini yapmay1 tercih etmislerdir.

(L'
n-Cy+Pr=0.26
Pr
h
v
il Fr=.20
Pr
Ph
Mq-___\_‘_
i
n-Cy7/Pr = _20

B R e T T e —
UCM -

lime

Sekil 12. Afrika ham petrolii icin I-VI numara sirasiyla artan biyolojik
parcalanma seviyelerini gosterir kromatogramlar (Wang ve Stout, 2006)
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Sekil 13. inkiibasyon periyodu boyunca izlenen C17/Pr ve C18/Ph isoprenoid oranlari. Pr, pristane; Ph, phytan.




38

V .fluvialis +P.aeruginosa +MSM+SBL

V.fluvialis +B.subtilis +MSM+SBL

0o 7

Gilin

0 7 10 13 16 19 22 25 28 31

Gin

5 §
E £ >
S 3 —C17/Pr S 4 —C17/P
8 k=)
22 %——e —C18/Ph 2 5 | TN —C18/Ph
g 1 S 1
§ 0 T T T T T T T T T g— 0 T T T T T T T T T
— 0O 7 10 13 16 19 22 25 28 31 2 0 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Giin Giin
P.aeruginosa+B.subtilis + MSM + SBL V fluvialis +P.aeruginosa+B.subtilis +MSM+SBL
8 8
s s 5
1 4 B
O 5 e C17/Pr g 3 — C17/Pr
T —
2 N | — s o 2 ’_m% ——C18/Ph
g 1 g 1
Q0 T T T T T T T T T Q 0 - T T T T T T T T T
[] ]
2 0O 7 10 13 16 19 22 25 28 31 2 0 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Giin Giin
P.aeruginosa+B.subtilis+E.coli +MSM+SBL V.fluvialis +P.aeruginosa+B.s ubtilis +E.coli +MSM+SBL
& 5
: . .
S 3 —C17/Pr S 3 —Ci17/Pr
— W S =]
o 2 e (C18/Ph o 2 e C18/Ph
8 1 g1
gor— g0
- 10 13 16 19 22 25 28 31 2

Sekil 14. inkiibasyon periyodu boyunca izlenen C17/Pr ve C18/Ph isoprenoid oranlari. Pr, pristane; Ph, phytan.
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Sekil 15 ve 16’da [11- 21] nolu ortamlar i¢in inkiibasyon periyodunun 31. giin (son giin)
numunelerinde yiizde cinsinden C17/Pr (Sekil 15) ve CI18/Ph (Sekil 16) degerleri yer

almaktadir.

isoprenoid Oranlarn C17/Pr (%)

Numuneler

Sekil 15. inkiibasyon periyodunun 31. giiniinde numunelerin C17/Pr (%) isoprenoid oranlari

100

isoprenoid Oranlan C18/Ph (%)
o
o

NI\ N N I L P
T F ST E S
F F 9 be} Q;Q 2 o2 (Oo\ (o@
SR, ¢ £ " S &
& % > >
: SR
“
6.

Numuneler

Sekil 16. inkiibasyon periyodunun 31. giiniinde numunelerin C18/Ph (%) isoprenoid oranlari



40

Negatif kontrol olan 21 nolu SBL+MSM ortaminin 31. giin numunesi icin C17/Pr degeri
%88,4 iken, C18/Ph: %84,2 degerini almistir. 11 nolu Vibrio fluvialis+ MSM+SBL’nin 31.giin
numunesi ise C17/Pr: %60,7 ve C18/Ph: %77,7 olmak {iizere belirtilen diger tim numuneler
arasinda baslangigtaki isoprenoid oranlarina kiyasla sirasiyla %39,3 ve %22,3’liik en yiiksek

diisiisleri gostermistir.

14 ve 19 nolu (Escherichia coli+MSM+SBL ve Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+
Escherichia coli+MSM+SBL) ortamlarin 31.giin numunelerinin isoprenoid oranlarinda

baslangi¢ durumuna gore herhangi bir azalma meydana gelmemistir.

Deney diizeneginde 11, 12 ve 13 nolu tek bakteri tiirii iceren ortamlarda C17/Pr (%); Vibrio
fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis icin sirasiyla %60,7; %73,2; %92,7
oranlar1 soz konusu iken, C18/Ph (%) oranlan sirasiyla %77,7; %84 ve %99,5 degerlerini

almistir.

15, 16 ve 17 nolu iki bakteri tiirii iceren ortamlara ait C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar ise
sirasiyla;

Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL icin %75,2 ve %82,6

Vibrio fluvialis+Bacillus subtilis+ MSM+SBL icin %93,6 ve %85,7

Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+t MSM+SBL  icin %91,9 ve %100 (%100:

Isoprenoid oran1 baslangic durumuna gore hi¢ azalmamistr.)

Dort bakteri tiirti iceren 20 nolu Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+
Escherichia coli+MSM+SBL ortaminin isoprenoid oranlarindaki azalma ise ii¢ bakteri tiirii
iceren Escherichia coli’nin bulunmadig1 Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+Bacillus
subtilis+ MSM+SBL ortamina gore daha yiiksek olmustur. C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar
sirasiyla; 20 nolu ortam i¢in: %65,1 ve %86,5; 18 nolu ortam igin: %85,7 ve %87,8dir.

Dolayisiyla inkiibasyon periyodunun sonunda C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar1 yardimiyla
yapilan degerlendirmede; negatif kontrol olan SBL+MSM ortaminda isoprenoid oranlarinin
aldig1 degerlerin (C17/Pr: %88,4 ve C18/Ph: %84,2) her ikisinden de daha diisiik % degerler
alabilen 11 (Vibrio fluvialis+ MSM+SBL), 12 (Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL) ve 15
(Vibrio  fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL) nolu ortamlarda biyolojik

parcalanmanin iyi diizeyde gerceklestigi goriilmektedir.
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Bununla birlikte Sekil 13 ve 14’te goriildiigii lizere inkiibasyon periyodunun son giiniinden

onceki giinlerde de numunelerin isoprenoid oranlarinda azalmalar olmustur.

V.fluvialis+ MSM+SBL ortami
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Sekil 17. 11 nolu Vibrio fluvialis+MSM+SBL ortaminin 7., 25. ve 31. giin numunelerine ait C17/Pr (%),
C18/Ph (% ) isoprenoid oranlari

Ormnegin Sekil 17°de Vibrio fluvialis+MSM+SBL ortammin 7. ve 25. giin numunelerinde
C17/Pr (%) oranlarinda 31. giinde elde edilen isoprenoid orani degerine yakinlik s6z
konusudur. Bu degerler sirasiyla; C17/Pr (%) igin: 7. giin: %59,8; 25.giin: %57,6 ve 31.giin
%60,7’dir. Ayrica C18/Ph(%) i¢in: 7. giin: %85,5; 25.gtin: %80,2 ve 31.giin %77,7’dir.

P.aeruginosa+MSM+SBL ortami

100+

s

c

g

o 0 19.gln
° -
© B 31.g0n
c

o

[-%

]

L

C17/Pr(%) C18/Ph(%)

Sekil 18. 12 nolu Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL ortaminin 19. ve 31. giin numunelerine ait
C17/Pr(%), C18/Ph (%) isoprenoid oranlari
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Sekil 18’de Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL ortaminda C17/Pr (%) oranlart 19. giinde
%71,4 ve 31. giinde %73,2 iken, C18/Ph (%) oranlar1 19. ve 31. giin icin sirasiyla %71 ve
%84’ tiir.

B.subtilis+ MSM+SBL ortami
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Sekil 19. 13 nolu Bacillus subtilis+ MSM+SBL ortaminin 16. ve 31. giin numunelerine ait C17/Pr (%),
C18/Ph (%) isoprenoid oranlari

Sekil 19°da C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlart Bacillus subtilis+MSM+SBL ortami i¢in
sirasiyla 16.giinde %78,3 ve %77,6; 31.giinde %92,7 ve %99,5’tir.

E.coli+MSM+SBL ortami
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Sekil 20. 14 nolu Escherichia coli+MSM+SBL ortaminin 16. ve 31. giin numunelerine ait C17/Pr (%),
C18/Ph (%) isoprenoid oranlari

Escherichia coli+MSM+SBL ortami icin 31. giinde isoprenoid oranlarinda herhangi bir
azalma s0z konusu olmamakla birlikte bu ortamin 16. giin numunesinde C17/Pr: %88,4 ve

C18/Ph: %80,8 degerlerini almistir (Sekil 20).
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V.fluvialis+B.subtilist MSM+SBL ortami
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Sekil 21. 16 nolu Vibrio fluvialis+Bacillus subtilis+ MSM+SBL ortaminin 16. ve 31. giin numunelerine ait
C17/Pr (%), C18/Ph (% ) isoprenoid oranlari

P.aeruginosa+B.subtilis+ MSM+SBL ortami
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Sekil 22. 17 nolu Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ MSM+SBL ortaminin 19. ve 31. giin
numunelerine ait C17/Pr (%), C18/Ph (%) isoprenoid oranlari

Sekil 21 ve 22’de Vibrio fluvialis+Bacillus subtilis+ MSM+SBL ortaminda 16. giinde,
Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ MSM+SBL ortaminda 19. giinde isoprenoid
oranlarinda azalma oldugu goriilmiistiir. C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) her numune icin sirasiyla:
Vibrio fluvialis+Bacillus  subtilis+ MSM+SBL  ortami: 16.giinde %80,1 ve %69,9;
Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ MSM+SBL ortami: 19. giinde %69,6 ve %66,7

oranlar1 bulunmaktadir.
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V.fluvialis+P.aeruginosa+MSM+SBL ortami
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Sekil 23. 15 nolu Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL ortaminin 7. ve 31. giin
numunelerine ait C17/Pr (%), C18/Ph (%) isoprenoid oranlari

Bununla birlikte Vibrio fluvialis ve Pseudomonas aeruginosa’nin birlikte oldugu 15 nolu
ortamda 7.giinde, 31.giindeki isoprenoid oranlarina olduk¢a yakin degerler elde edilmistir
(Sekil 23). C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar1 7. ve 31. giinler i¢in sirasiyla: 7.giin %77,9 ve
%78,8; 31.giin %75,2 ve %82,6’dir.
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Sekil 24. 19 nolu Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ Escherichia coli+MSM+SBL ortaminin 16. ve
31. giin numunelerine ait C17/Pr (%), C18/Ph (%) isoprenoid oranlari

Uc bakteri Kkiiltiirii iceren Pseudomonas aeruginosa+Bacillus  subtilis+Escherichia
coli+MSM+SBL ortaminda 16.giin numunesinde isoprenoid oranlarinda ¢ok az miktarda bir
azalma goriilmekle birlikte C17/Pr (%) orami son giindeki degerine olduk¢a yakindir (Sekil
24). C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar1 16. ve 31. giinler i¢in sirasiyla: 16.giin %96,5 ve
%85,2; 31.glin %99,2 ve %100 (%100: Isoprenoid orami baslangic durumuna goére hig

azalmamustir.).
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V.fluvialis+P.aeruginosa+B.subtilis+ MSM+SBL ortami
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Sekil 25. 18 nolu Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ MSM+SBL ortaminin 22. ve
31. giin numunelerine ait C17/Pr (%), C18/Ph (%) isoprenoid oranlari

V.fluvialis+P.aeruginosa+B.subtilis+E.coli+MSM+SBL ortami

100+
90+
80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+

@ 10.gin
| 31.gin

isoprenoid Oranlarn

C17/Pr(%) C18/Ph(%)

Sekil 26. 20 nolu Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ Escherichia coli+MSM+SBL
ortaminin 10. ve 31. giin numunelerine ait C17/Pr (%), C18/Ph (%) isoprenoid oranlar1

Buna karsin Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ MSM+SBL
ortaminda (18 nolu ortam): C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar1 22. ve 31. giinler icin
sirastyla: 22.glin %80,2 ve %66,2; 31.giin %85,7 ve %87,8’dir. Bu oranlar dikkate
alindiginda, isoprenoid oranlarinda 22. giindeki azalmanin daha yiiksek oldugu goriilmektedir
(Sekil 25). Vibrio fluvialis+Pseudomonas aeruginosa+Bacillus subtilis+ Escherichia
coli+MSM+SBL ortaminda ise hem 10. giin, hem 31.giinde 18 nolu ortama kiyasla C17/Pr
(%) oraninda daha fazla azalma meydana gelmistir. C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar 10. ve
31. giinler icin sirastyla: 10.giin %75,1 ve %74,8 ; 31.glin %65,1 ve %86,5 dir (Sekil 26).
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4. SONUCLAR ve ONERILER

Doganin kendini yenileme ve iyilestirme yeteneginin iizerindeki seviyelerde Kkirletici
maddelerle karsilagsmasi sonucu kirlenme meydana gelmektedir. Petrol ve petrol tiirevleri
sebebiyle ortaya cikan hidrokarbon Kkirliligi; dogal sizintilar, rafineri ve petrokimya
tesislerinde iiretim-isleme, petrol arama-cikarma caligsmalari, tagimacilik ve tanker kazalar

kaynakl1 pek cok yolla ekosisteme zarar vermektedir.

Petrol dokiilmelerine miidahale cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yoOntemlerle
gergeklestirilebilmektedir. Petrol hidrokarbonlariyla kirlenmis ortamlardan alinan petrol
dokiintiileri icin kirlenme asamalarina gére uygulanan ayirma, uzaklastirma ve geri kazanma
yontemlerinden farkli olarak mikroorganizmalarin petrol hidrokarbonlartyla kirlenmis
ortamlara eklenmesiyle harekete gecen biyolojik parcalanma mekanizmalarindan da

yararlamilmaktadir.

Petrol hidrokarbonlarinin biyolojik pargcalanmasi, 6nce alifatik kismin ve diisiik molekiiler
agirlikli aromatiklerin, sonra yiiksek molekiiler agirlikli aromatiklerin yikimi seklinde
gerceklesmektedir, yag molekiilleri bakterilerin ekzoenzimleri yardimiyla hidrolize

ugramaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda; Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Escherichia coli bakterileri ve bu bakterilerin karisik kiiltiirleri kullanilarak Siberian Light

ham petroliiniin biyolojik par¢alanmas1 aragtirilmistir.

Deneyde kullanilan bakterilere ait optik yogunluk ol¢timlerine gore (600 nm’de) bakterilerin
(Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli) 7.saatte
logaritmik gelisme evresinde olduklan tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin bu evrede hizli
¢ogalma icinde olmasi ve hiicre Oliimlerinin yeni hiicre olusumu ile kiyaslandiginda son
derece az goriilmesi nedeniyle, uygulama asamasinda bakteriler, en aktif olduklart bu cogalma

evresinde ¢alisma diizenegine katilmistir.

Deneyin uygulama asamast sonrasi numune alimini izleyen pH Ol¢iimii ve ekstraksiyon
isleminin ardindan, numunelerin ultraviyole fluorospektrofotometre cihazinda toplam petrol
hidrokarbonu konsantrasyonlar 6l¢iilmiis ve bu dl¢iimler gaz kromatografi kiitle spektrometre

(GC-MS) cihazinda yapilan hidrokarbon analizleriyle desteklenmistir.
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Tiim numunelerde toplam petrol hidrokarbonu (TPH) konsantrasyonlarmin dagilimi

inkiibasyon periyodu boyunca degiskenlik gdstermistir.

GC-MS analizlerinden elde edilen, alkanlarin karakteristik dizisini veren m/z (kiitle/degerlik)
85 iyonu kromatogramlarinda, Siberian Light ham petroliiniin bulundugu ortamlarda petrol
hidrokarbonlarinin biyolojik parcalanmasinin izlenmesi amaciyla,

- C17/Pristane (C17/Pr) ve

- C18/Phytane (C18/Ph)
isoprenoid oranlarn kullanilarak biyolojik parcalanma seviyeleri belirlenebilmektedir.
Dallanmis asiklik isoprenoidler (Pristane ve Phytane), C17 ve Cl18’e gore biyolojik
parcalanmaya daha direnglidirler bu nedenle s6z konusu bu iki orandaki (C17/Pr ve C18/Ph)
azalma biyolojik pargalanmanin gergeklestigini gostermektedir. GC-MS cihazinda pik
alanlarinin  hesaplanmasi ile belirlenen C17/Pr ve C18/Ph isoprenoid oranlar biyolojik

parcalanabilirligin bagil seviyesi hakkinda fikir vermek iizere kullanilmistir.

Inkiibasyon periyodunun sonunda C17/Pr (%) ve C18/Ph (%) oranlar yardimiyla yapilan
degerlendirmede; isoprenoid oranlarinda en fazla azalma:
- Vibrio fluvialis +Mineral Salt Medium (‘MSM’ besiyeri)+Siberian Light Ham Petrolii
(SBL)
- Pseudomonas aeruginosa + MSM + SBL
- Vibrio fluvialis + Pseudomonas aeruginosa + MSM + SBL

ortamlarinda goriilmiistiir.

Bacillus subtilis +MSM+SBL ve Escherichia coli +MSM+SBL ortamlar i¢in ise inkiibasyon
periyodunun 16. giiniinde isoprenoid oranlarinda diisiis s6z konusudur. 16. giin sonrasinda bu
bakteriler i¢in isoprenoid oranlarinda belirgin bir diisiis elde edilememistir. Dolayisiyla
Bacillus subtilis ve Escherichia coli bakterilerinin belli oranlarda biyolojik parcalama
diizeyine 16 giinliik inkiibasyon siirecinde erisebildikleri tespit edilmistir. (16. giinde; Bacillus
subtilis’in bulundugu ortamda C17/Pr: %78,3 ve C18/Ph: %77,6 iken Escherichia coli’nin
bulundugu ortamda isoprenoid oranlari C17/Pr: %88,4 ve C18/Ph: %80,8 degerlerini

almistir.)

Ayrica, Vibrio  fluvialis’in ~ bulunmadig1 Pseudomonas  aeruginosa+Bacillus
subtilis+Escherichia coli +MSM+SBL ortaminda inkiibasyon periyodu boyunca isoprenoid
oranlarinda ¢ok az miktarlarda azalmalar goriilebiliyorken, Vibrio fluvialis+Pseudomonas

aeruginosa+Bacillus subtilis+Escherichia coli +MSM+SBL iceren Vibrio fluvialis’in
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katildigr karisik kiiltiir ortaminda 10 giinliik inkiibasyon siirecinde C17/Pr: %75,1 ve C18/Ph:
%74,8 degerleri ile biyolojik parcalama yeteneginde artis elde edilebildigi goriilmiistiir.

Deney siiresince yapilan pH oOlctimlerinde elde edilen pH degerleri biyokimyasal siirece
katilan bakteri ve ortama gore degiskenlik gostermistir. Calisma diizeneginde hazirlanan tiim
ortamlar i¢in yapilan pH ol¢iimlerinde biyolojik parcalanmayi en iyi diizeyde gergeklestiren
Vibrio fluvialis +MSM+SBL, Pseudomonas aeruginosa +MSM+SBL ve Vibrio fluvialis +
Pseudomonas aeruginosa +MSM+SBL ortamlarinda inkiibasyon periyodunun 13. giiniinden

itibaren kararh sekilde pH’nin 6 degerinde seyrettigi gbzlemlenmistir.

Sonug olarak;

- Bakterilerin logaritmik gelisme evresinde olduklarinin belirlendigi inkiibasyon
periyodu sonunda calisma diizenegine katilmalari,

- Siberian Light ham petroliiniin biyolojik par¢alanmasinda, hazirlanan diger ortamlara
kiyasla deney siiresi boyunca basar1 gosteren Vibrio fluvialis ve Pseudomonas
aeruginosa bakterilerinin kullanima,

- Vibrio fluvialis ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine gore Siberian Light ham
petroliiniin biyolojik parcalanmasina daha az katkis1 olan Bacillus subtilis ve
Escherichia coli bakterilerinin kullanimi durumunda ortamda 16 giin siireyle inkiibe
edilmeleri,

- Kangik kiiltir olarak hazirlanan ortamlar arasinda Siberian Light ham petroliiniin
biyolojik parcalanmasin1 iyi diizeyde gerceklestirebilen Vibrio fluvialis ve
Pseudomonas aeruginosa’nin birlikte oldugu ortamin kullanima,

- Vibrio fluvialis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Escherichia coli’nin
birlikte bulundugu karisik kiiltiir ortaminin Siberian Light ham petroli ile 10 giin
inkiibasyon siiresi i¢in kullanimi

oOnerilmektedir.

Petrol ve petrol tiirevlerinin sebep oldugu hidrokarbon kirliliklerinin giderimi i¢in biyolojik
iyilestirme yoOniinde c¢evre biyoteknolojisi uygulamalarinin 6nemli bir adim oldugu
goriilmiigtiir.  Mikroorganizmalar ~ yardimiyla  petrol  hidrokarbonlarinin  biyolojik
parcalanmasina yonelik bu gibi ¢alismalarin yani sira deniz ortaminda kirlenmis sedimentte
hidrokarbon kirliliklerinin yerinde aritimi konusu da olduk¢ca Onemlidir ve biyolojik

metotlarin arastirilmasi 6nerilmektedir.
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Bilesik Eartbon [(EKaynama [Erime Yogunluk |Sudalki

Sayisi Noktas1 Noktas1 |(SG) Cozimirligi
{Co) (Co)

Parafinler

Lletat 1 -161,5 0,424 90 w11 (20°C)

Etan 2 B85 0,546 47 V1205

Propan 3 -42,2 0,542 A5ml (18°C)

Biitan 4 0,3 0,579 150mULC1T*E

Pentan 5 G o 0,626 360ppml 790

Helzan & 69,0 0,660 129ppm (15,57

Heptan 7 02,5 0,624 52 ppm (15,5°0)

Cltan g 1257 0,703 15 ppm (15,50

Monan 9 1508 0,713 10 ppm

Dekan 10 1741 0,730 3ppm

Undokan 11 1959 0,741

Dodekan 12 2163 0,766

Tridekan 13 235,68 535 0,754

Tetradekan 14 53,8 ] 0,763

Pentadekan 15 70,7 10 0,769

Heksadekan (Setam) 16 87,1 18 0,773

Heptadekan 17 30248 iz 0,778

Mafie nler

Aiklopropan 3 33

Siklobiitan 4 13

Siklopentan 3 49 3 0,751

Il etilsiklopentan f 71,8 0,749

Sikloheksan ] 20,7 0,779

Ietilsikloheksan 7 100,9 0,769

Etilsiklopentan 7 1035 0,743

Etilsikloheksan g 131.8 0,788

Trimetilsikloheksan 9 1412 0,777

Aromatikler

Benzen ] 20,1 0,879 220 ppm (22°C

Toluen 7 110,86 0,866 47 0ppmi16"CH

Etilbenzen g 136,2 0,267 140ppm(1 5"CY

fr - Ksilen g 1384 0,261

m - Ksilen 3 138,1 0,864 20 ppm

o - Eosilen g 144 4 0,274

iso - Propilbenzen (Foamen) (9 152,4 0,264

t1 - Propilbenzen 9 159,2 0,862 Alppm15"CY

Haftalit 10 17,9 20,2 1,145 20 ppm

2 - Iletil naftalin 11 241.1 37 1,029

1 — D etil naftalin 11 2448 2 1,029

D etilnaftalin 12 262.0 18 1016

Trimetilnaftalin 13 2g5,0 o3 1,01

Antrasen e 14 354 21a 1,25

EK 1. Ham petrol icinde yer alan hidrokarbon tiirleri ve fiziksel 6zellikleri (Erakin, 2005)
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EK 3. Siberian Light ham petroliine ait toplam iyon kromatogramu (TIC). C9 — C34, karbon sayisi 9 — 34 olan n-alkanlar1 gostermektedir. Pr, pristane; Ph, phytan.
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EK 4. Negatif kontrol olan SBL+MSM ortamu; 0.,7.,10.,13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC). C10 - C30, karbon sayis1 10 — 30 olan rn-
alkanlar1 gostermektedir. Pr, pristan; Ph, fitan.
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EK 5. Negatif kontrol olan SBL+MSM ortam; 19.,22.,25.,28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC). C10 - C30, karbon sayisi 10 — 30 olan n-
alkanlar1 gostermektedir.
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EK 6. Vibrio fluvialis + MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar: (TIC)
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EK 8. Pseudomonas aeruginosa+ MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 9. Pseudomonas aeruginosa+ MSM ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 10. Bacillus subtilis + MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 11. Bacillus subtilis + MSM ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 12. Escherichia coli + MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 13. Escherichia coli + MSM ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar: (TIC)
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EK 14. (V.fluvialis + P.aeruginosa) + MSM ortami; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 15. (V.fluvialis + P.aeruginosa) + MSM ortami; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar (TIC)
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EK 16. (V.fluvialis + B.subtilis) + MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 17. (V.fluvialis + B.subtilis) + MSM ortami; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 18. (P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 19. (P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar: (TIC)
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EK 20. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 21. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 22. (P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli) + MSM ortami; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 23. (P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli) + MSM ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 24. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli ) + MSM ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 25. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli ) + MSM ortamu; sirastyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 26. Vibrio fluvialis + MSM + SBL ortam; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 27. Vibrio fluvialis + MSM + SBL ortami; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 28. Pseudomonas aeruginosa+ MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 29. Pseudomonas aeruginosa+ MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)



83

Scan El+
TIC
4.40e6

2 BP Scan El+
TIC
4.40e6

1
3 BP Scan El+
TIC

100 4.40e6
%o
01l = L ' I\ 4 ! ! M " .

HLEMERALEMARARA AL BLELILEM ILELELNL ELEMLELN IMALELELE ELLNLN BLRLELN BARLEMIL BUILELE IUELELAE BMILEMELE INSLELELE BLBMIMEM ISMELELE BLBMILELE EUREMELE LR EAN BUILEMELE BURLEMILE BUIMELELE BRLELIMEN BLALELEME IUEMEL M BRI I
4 BP Scan El+
TIC

100 4.40e6
%
0 .......“J L] LILJ“LL' O OO O GO G VO S S —

T
5BP Scan El+

TIC
100 4.40e6

Ik

Yo

L UL B B I I L L B L o B L I B s B s e s s s s na ey cenan na sy 1111
5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50 25.00 27.50 30.00 32.50 35.00 37.50

EK 30. Bacillus subtilis + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar: (TIC)
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EK 31. Bacillus subtilis + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 32. Escherichia coli + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar (TIC)
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EK 33. Escherichia coli + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar: (TIC)
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EK 34. (V.fluvialis + P.aeruginosa) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 35. (V.fluvialis + P.aeruginosa) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 36. (V.fluvialis + B.subtilis) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 37. (V.fluvialis + B.subtilis) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 38. (P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar: (TIC)
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EK 39. (P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 40. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM + SBL ortamui; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 41. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 42. (P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 43. (P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 44. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli ) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlari (TIC)
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EK 45. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli ) + MSM + SBL ortamu; sirasiyla 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait toplam iyon kromatogramlar (TIC)



99

Scan El+
85
763 910 1050 11.84 45 og 14.29 3.83e5
17.53
16.50
L L J/ 19.46 2% 2205 o367
7
J. . A l | ‘ ‘ 1 l | S O SN
LA T T T AR I I I I I B B EUMLILE ILILLA I I I I LI
Scan El+
85
100 3.83¢5
% 3.39
V4 i.656_12 7.62 9.10 10.50 11.8213.0914.08 1/5.41 17.52 1/8.512035 21.21 22.84 2435
% - A s
LR B B B LA BRI UL B I B B B ML LML I LI B I B B B LI B LI UL I I I I
3H Scan El+
85
100 3.83e5
% 3:38 4.64
7 7 611 762 910 105011.821309 1427 1649 752 504, 21.20 ps. 50 24.35
0 | | | l ‘ l l .l " I I | b | ) L /
LR B B B B B L B I B B B L I B B B L B L B L B L L B I B I BN I
4 H Scan El+
85
100 3.83e5
Yo
464 610 761 9-108 10i481118113i07 }4'2‘i 1647 V1 2032 2002
0 "I""'I""I""I""I'"'I""I:"'I""'I""I""I.'"":"'.'I""'I"""I""'I""'.I""'I""I""I""I""I""I""I""I""I"" T
5H Scan El+
85
100 3.83e5
Yo
3.45
| 4:37 6.10 7,61 9-108 1049 11.8213.07 11/4-27L 1648 1840 14 2120 2289
G = e : Lo ) 1 A I i L R T|me
5.00

71000 1250 1500 ~ 17.50 = 20.00 = 2250 = 2500  27.50 = 3000 = 3250

EK 46. Negatif kontrol olan SBL+MSM ortamu; 0.,7.,10.,13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 47. Negatif kontrol olan SBL+MSM ortami; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 48. Vibrio fluvialis +MSM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 49. Vibrio fluvialis +MSM+SBL ortamu; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari

5.0 750  10.00 = 1250 = 1500 @ 17.50 =~ 20.00 = 22.50 = 25.00 2750 = 80.00 = 3250  85.00

37.50



103

1PP Scan El+
85
1007 3.15e5
] 4.59 10.42 14.20
% 6.05 755 9.02 42 11.7513.01 P 17.44
1! . 16.41 /7 19.36 2027 21.96 5353 p4.9g
] ) 5;.51 8.48 " £ | N L L ‘ 1 1 } | )\ |/ 5 /.
0- L B B LA I LA I LN BRI I B BUILEL L BLEL LI LA I B ILLNLIL BN ILLELELE BLALL L BN UL B LELNLIL B LRI BN IR L I
2 PP Scan El+
85
1007 3.15e5
o/o_:
:3.34
0 L B B L L B I B L I L B B B B I B IR BN I BRI L B UL B LI B UL BN UL L I
3 PP Scan El+
85
100: 3.15e5
o/o_:
{ 3.36
11.73
0 L B B L L B I B L B L B B B B I B ILELNLIL BN I LA BRI B UL B BLELELIL B LI BN LR L I
4 PP Scan El+
85
1007 3.15e5
°/o‘-
{ 3.34
] 4.58
17 /77604 7.54 9.01 10.4111.7412.99 1/4'18
e B e R R e L R AL A L hSE R A AR A Ak
5 PP Scan El+
85
1007 3.15e5
o/o_:
] 3.33
1L :
0L T T ISP RBLRRD LA B UL Time

500 750  10.00 1250 =~ 1500 = 1750 = 20.00 = 2250 = 25.00 = 27.50 = 30.00 3250 = 35.00  37.50

EK 50. Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL ortami; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 51. Pseudomonas aeruginosa+MSM+SBL ortami; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 52. Bacillus subtilis +MSM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 53. Bacillus subtilis +MSM+SBL ortami; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 54. Escherichia coli +MSM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 55. Escherichia coli +MSM+SBL ortami; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 56. (V.fluvialis + P.aeruginosa) +MISM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari



110

6 HVP Scan El+
85
3.07e4

13.72 18.85 20.61 22.24
8.56 9.95 11.2812.53 . ) .
h ) ] >0 1592 1792 o {

7 HVP Scan El+
85

15.08 3.07e4

4.23 13.71 16.94 19.76 21.45
1 5.64 . . 9.95 11.2712.53

o) | 7111 8:56 ) | { { 15'..92 [ 1886~ ~ /

8 HVP
100

o
Scan El+
85
3.07e4

%—3.02
4.‘23 5,63 7.11 855 9.95 11i2712i52
) ) L A\

—_

3.71
1591 1894885 1975 5503
A " i L A L Iy 3 L 2

I~

0 T LI B I B I B LI T LM I T e L B o B L BAS Bns By s B
9 HVP Scan El+
3.07 85
10097 3.07e4

%o
14.84
v

4.23 5.63
ol s
10 HVP

100

7.11

8.56 9.95 11;28
L A

13.71 17.91 19.75 21.44

LI I "I'"'I""‘I"'l'l""'I'."'I"":I""I‘""I""I""I""I""I""I'"'I""I""I""I""I""I""I"

Scan El+
85

3.07e4

%713.02

N R LAALE LS LR BN AL RN LS IS RS RSN IS RN RS RSN BN AN RS R RS L RS R RARAR AR as naans naes Rl 110
5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50 25.00 27.50 30.00 32.50 35.00 37.50

EK 57. (V.fluvialis + P.aeruginosa) +MSM+SBL ortami; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 58. (V.fluvialis + B.subtilis) +MSM+SBL ortam; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 59. (V.fluvialis + B.subtilis) +MSM+SBL ortam; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 60. (P.aeruginosa + B.subtilis) +MISM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 61. (P.aeruginosa + B.subtilis) +MSM+SBL ortamu; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 62. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis) +MSM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 63. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis) +MSM+SBL ortami; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 64. (P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli) +MSM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 65. (P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli) +MSM+SBL ortamu; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 66. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli ) +MSM+SBL ortamu; 0., 7., 10., 13. ve 16.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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6 HVPBE Scan El+
85

100 1.12e5
417 557 7.08 848 987 11.1912.44 1/362 15.82 16851876 19.65
A A 2 h

7 HVPBE Scan El+

85
100 1.12e5

3.04
417

8 HVPBE Scan El+
85

100{ 1.12e5

- —r
9 HVPBE Scan El+
85

100 1.12e5
11.1912.44

10 HVPBE Scan El+

85
100 1.12e5

%o
3.04

e B L B L I B B L I B B S L I By B L SRS R ISR L) R ARs R sy A nanas naass nanes i RU1S
5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50 25.00 27.50 30.00 32.50 35.00 37.50

EK 67. (V.fluvialis + P.aeruginosa + B.subtilis + E.coli ) +MSM+SBL ortami; 19., 22., 25., 28. ve 31.giin numunelerine ait m/z 85 iyonu kromatogramlari
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EK 70. Deney diizenegindeki 21 numunenin 16.giinii
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EK 71. Deney diizenegindeki 21 numunenin 28.giinii

EK 72. Deney diizenegindeki 21 numunenin 31.giinii



OZGECMIS

Dogum tarihi
Dogum yeri
Lise

Lisans

Yiiksek Lisans

24.02.1985

Erzurum

1999- 2003

2003- 2007

2007- 2009
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Adnan Menderes Anadolu Lisesi

Yildiz Teknik Universitesi Insaat Fakiiltesi
Cevre Miihendisligi Bolimii

Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Cevre Miihendisligi Programi

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu
Marmara Aragtirma Merkezi

Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii

TARAL 1007, Proje Kodu: 105G079, TUBITAK Bursu



