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Amag: Dizel yadi; motorlu araglarda kullanilan, birgok ¢evre sorununu olusturan gevre kirleticileri olarak
kabul edilebilir. Mikrobiyal konsorsiyum, petrol hidrokarbonlarinin bozunmasinda énemli bir rol oynayabilir.
Spesifik hidrokarbonlar (zerindeki yeni mikrobiyal ayristiricilarin taranmasi, gevre igin ¢esitli tehlikeleri olan
hidrokarbonlarin uzaklastirilmasi igin yeni bakis agilari saglar. Bu ¢alismada, mikrobiyal konsorsiyumun dizel
yaginin bozunmasi lizerindeki etkilerini belirlemeyi amagland..

Yontem: Aktif mikrobiyal konsorsiyumun olusturulmasi icin petrokimya endistrisinden ham petrol érnekleri
toplandi. Genis tarama yapabilmek igin kiltiir ortamlarinda n-tridekan, n-tetradekan, n-hekzadekan, aygicek
yagi ve zeytinyadi kullanildi. Daha sonra, bozunma deneyi %0,5 ve %0,25 dizel yagi eklendi ve ¢esitli karbon
kaynaklariyla zenginlestirilen ortamlardan 50 ml ilave edilerek gergeklestirildi. Erlenler, 21 giin boyunca 200
rpm’de déner ¢alkalayicida 30°C’de inkiibe edildi. Analitik analizler; Gaz Kromatografisi ve gravimetrik analiz
ile yapildi. Segilen izolatlarin gram reaksiyonlari, katalaz, oksidaz ve KOH testleri, lipaz ve proteaz aktiviteleri
tarandi. Basarili izolatlari belirlemek icin genomik DNA izolasyonlari ve molekiiler analizler yapild.

Bulgular: CT1 konsorsiyumu basarili pargalayici aktivite géstermistir. GC ve gravimetrik analizleri sonucunda
CT1 konsorsiyumu dizel yagini 21 giinde %93 oraninda bozundurmustur. Bu konsorsiyumun Uyeleri Citrobacter
sp., Pseudomonas japonica ve Bacillus sp. olarak belirlenmistir.

Sonug: Bu ¢calisma ile CT1 konsorsiyumundaki bakteriler ile dizel yaginin neredeyse tamamini bozundurmustur.
Bu sekilde izole edilen bakteriler; kirlenmis topraklarin gevre dostu bir sekilde iyilestirilmesi icin umut verici
bir ¢6ziim olarak hizmet edebilirler. Dizel yadi biyopar¢alanmasi, fosil yakitlara olan bagimliligi azaltmak
ve cevresel etkileri azaltmak igin énemli bir adim olabilir. Bu nedenle, bu alanda yapilan ilerici ¢alismalar,
sdrddrtlebilir enerji kaynaklarinin gelistiriimesine katki saglayabilir. Biyoteknolojik yéntemler kullanarak
mikroorganizmalarin dizel yagi parcalama yeteneklerini artiralabilir.

Anahtar kelimeler: Biyobozunma, Dizel yagi, Mikrobiyal Konsorsiyum
ABSTRACT

Objective: Diesel oil can be considered as an environmental pollutant used in motor vehicles, causing
environmental problems. The microbial consortium can play an important role in the degradation of petroleum
hydrocarbons. The screening of new microbial decomposers on specific hydrocarbons provides new perspectives
for the removal of hydrocarbons with various hazards to the environment. This study aimed to determine the
effects of microbial consortium on the degradation of diesel oil.

Methods: Crude oil samples were collected from the petrochemical industry to establish the active microbial
consortium. In order to perform wide screening, n-tridecane, n-tetradecane, n-hexadecane, sunflower oil, and
olive oil were used in the culture media. Then, the degradation test was carried out by adding 0.5% and 0.25%
of diesel oil and adding 50 ml of media enriched with various carbon sources. The bottles were incubated at
30°C on a rotary shaker at 200 rpm for 21 days. Gas Chromatography and gravimetric analysis did analytical
analyzes. Gram reactions of selected isolates were screened in catalase, oxidase, KOH tests, lipase and protease
activities. Genomic DNA isolations and molecular biological analyzes were performed to identify successful
isolates.

Results: The CT1 consortium showed successful disintegrating activity. As a result of GC and gravimetric
analysis, the CT1 consortium degraded 93% of diesel oil in 21 days. Members of this consortium are Citrobacter
sp., Pseudomonas japonica, and Bacillus sp. have been determined.

Conclusion: CT1 consortium degraded 93% of the diesel oil. Diesel oil biodegradation could be an important
step towards reducing dependence on fossil fuels and reducing environmental impacts.

Keywords: Biodegradation, Diesel oil, Microbial Consortium
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GIRIS

Son yillarda petrol kaynaklarinin sik kullaniimasiyla
birlikte bircok c¢evre sorunu yasanmaktadir.
Dizel yaglari veya madeni yaglar, otomobillerde
ve hafif ticari ara¢ motorlarinda glinlik olarak
kullanilan ham petrolden elde edilir ve motorlari
korozyona bagli problemlere karsi korurlar. Ancak;
petrol kaynaklarinin siklikla kullanimiyla birgok
cevresel problem yasanmaktadir. Ozellikle petrol
tasimaciligiyla meydana gelen petrol sizintis
kazalari ve iyi aritilmamis yagh atik sularin desarji
gibi cevresel problemler meydana gelmektedir. Bu
gevre sorunlarini ortadan kaldirmak igin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler uygulanabilmektedir.
Bu yodntemlerden biyolojik yontemler, fiziksel ve
kimyasal yontemlerden farkli olarak ekolojik dengeyi
bozmadan uygulanabilen, g¢evre dostu ve dusik
maliyetli bir uzaklastirma islemidir®™3). Bu nedenle,
mikrobiyal konsorsiyum petrol hidrokarbonlarinin
parcalanmasinda 6nemli bir rol oynayabilir. Petrol
hidrokarbonlari bakteriler, mantarlar, mayalar ve
mikroalgler tarafindan parcalanabilir.  Bununla
birlikte, biyolojik bozunmada bakterilerin 6nemli
bir Gstinligu vardir. Bakteriler, cok duisik molekiler
agirlikli alkanlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH), C9 ila (€23 arasinda degisen alifatik
hidrokarbonlarve gesitliaromatik bilesiklerden olusan
dizel yagini bozabilir*®. Ornegin, Acinetobacter
sp. tek karbon kaynagi olarak n-alkanlari (C10
- C40) kullanir®. Benzer sekilde, Alcanivorax,
Marinobacter, Thallassolituus, Cycloclasticus
ve Oleispira gibi zorunlu hidrokarbonoklastik
bakteriler olarak adlandirilan bazi  mikrobiyal
cinsler, gesitli alkan pargalanma sureglerinde 6nemli
bir rol oynar. Bu mikroorganizmalar tipik olarak
petrol ile kirlenmeden oOnce tespit edilemeyen
seviyelerde bulunurlarken, petrol kirliliginden
sonra bolgede baskin hale gecmektedirler®™®8), Bu
nedenle, bu mikroorganizmalar c¢evredeki petrol
hidrokarbonlarinin bozulmasi, donlisimi ve kaderi
icin gereklidir.

Biyolojik bozunma onceligi genellikle n-alkanlardan
dalli alkanlara, distk molekdler agirhkli n-alkil
aromatiklere, monoaromatiklere, siklik alkanlara
ve poliniikleer aromatiklere dogrudur®. Petroliin

tim bu bilesenlerini tek bir mikrobiyal tirle
parcalamak zor oldugundan, mikrobiyal konsorsiyum
uygulamalarinin  gerekliligi  iyi  bilinmektedir.
Mikrobiyal bir konsorsiyum, birgok farkli bakteri
grubunun metabolik islevi de dahil olmak (zere,
biyobozunma daha genis bir enzim aktivitesi araligina
sahiptir®. Spesifik hidrokarbonlar Uzerinde vyeni
mikrobiyal ayristiricilarin taranmasi, gevre igin cesitli
tehlikeleri olan hidrokarbonlarin uzaklastiriimasi
icin yeni bakis acilari saglar. Bu amacla calismada,
cevresel mikrooganizmalarin ticari dizel yagini
(15W40) bozundurmasi lizerindeki etkileri arastirildi.
Aktif mikrobiyal konsorsiyumun olusturulmasi igin
petrokimya endustrisinden ham petrol ornekleri
toplandi. Genis tarama yapabilmek icin farkh karbon
kaynaklari (n-tridekan, n-tetradekan, n-hekzadekan,
aycicek yagl ve zeytinyagl) enerji kaynagl olarak
kullanilarak kultir ortamlarinda inklbe edildi.
Analitik analizler igin; gravimetrik analizi ve gaz
kromatografisi yapildi. Toplam miktardan kalan dizel
yagini belirlemek icin dizel yagi bilesimi analizleri
yapildi. Segilen konsorsiyumdan g farkli mikrobiyal
izolat konsorsiyum (Uyesi olarak (retildi. Bu
izolatlara gesitli mikrobiyojik ve biyokimyasal testler
uygulanarak bu tyelerin safliklari ve farkliliklar tespit
edildi. Ayrica molekiler biyolojik analizler ile bu
izolatlarin hangi tirler ile yakin benzerlik gosterdigi
belirlendi.

GEREG VE YONTEM

Mikrobiyal Konsorsiyumun Olusturulmasi: Tim
degradasyon c¢alismalari, bazal ortam olarak
Bushnel Haas (BHY; Sigma Aldrich) ortami (%0.025
maya oOzati eklenmis) ile gerceklestirildi. Aktif
mikrobiyal kilturler elde etmek igin iki adim izlendi.
ilk adim olarak, petrokimya endistrisinin ham
petrol ¢amuru, toplam petrol hidrokarbonlarini
kullanabilen mikroorganizmalarin se¢imi icin bir
rezervuar olarak kullanildi. Bu amagla; %1 oraninda
ham petrol ¢gamuru ilave edilerek 30°C’de 200 rpm
calkalamali inklbatérde 14 giin boyunca inkiibe
edildi (Sekil 1). inkiibasyon siiresi boyunca 48 saatte
bir erlenlerdeki bulaniklilik ve cam i¢ ylizeyinde
olusan biyofilm yapilari takip edilerek mikrobiyal
treme durumlari gdézlemlendi. inkiibasyon sonunda
ikinci adim olarak; dizel yagi iceriginde bulunan orta
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a)Aktxf mikrobiyal konsorsiyumun segimi
igin petrokimya endlstrisinden ham petrol
ornekleri toplandi.
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CT1 Konsorsiyumu

Sekil 1. Mikrobiyal konsorsiyumun olusturulma semasi

zincirli alifatik hidrokarbonlardan olan n-tridekan
(C13), n-tetradekan (C14), n-hekzadekan (C16) ile,
yine benzer molekil yapilarina sahip evsel kullanim
yaglarindan ticari aygigek yagi ve zeytinyagl spesifik
hidrokarbon kaynaklari olarak kullanildi. Bahsedilen
her bir hidrokarbon kaynagindan %1 oraninda olacak
sekilde 50 ml BHY ortami igeren erlenlere eklendi.
Daha sonra, birinci basamakta olusan mikrobiyal
Uremelerin gozlendigi erlenlerden %5 olacak sekilde
alinarak igerisinde spesifik hidrokarbon bulunan
her bir erlen Uzerine ilave edilerek 30°C’de 200 rpm
calkalamali inklibatorde 14 giin boyunca inkiibe
edildi. Mikrobiyal konsorsiyomun olusturulmasi igin,
14 gunlik inkGibasyon sonunda her bir erlen iyice
calkalanarak icerisinde Ureyen mikroorganizmalar
homojen hale getirildikten sonra, mikrobyal karisim
iceren bu erlen dizel yaginin bozunmasi galismasinda
kullanild.

Dizel Yaginin Biyolojik Bozunma Testi: Dizel yaginin
biyolojik bozunmasi amaciyla, ticari olarak madeni
yag olarak nitelendirilen 15W40 motorin yagi
kullanildi. Bir dnceki asamadan elde edilen homojen
haldeki mikrobiyal karisimdan %5 olacak sekilde
alinarak 5ml steril nutrient broth (NB) igeren
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tipe aktarilarak 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyondan sonra ilireme olan tiipten
bir ml alinarak 1.5 ml steril mikrosantrifij tiplne
aktarildiktan sonra 6000 rpm’de bes dakika santrifj
edildi. SantrifQj sonrasi hiicrelerin yikanmasi igin,
slipernatant atilarak elde edilen hiicre pelleti tGizerine
bir ml steril %0.89 NaCl ilaveli fosfat tamponlu tuz
(PBS) eklenerek kisa bir vorteks ile homojen hale
getirildikten sonra ayni sekilde santrifiijlendi. Daha
sonra hiicre yogunlugu densitometre cihazi (Den-1B;
Grant Instruments) ile 545 + 15 nm dalga boyunda
0.5 McFarland (MF)-Birim’e (~1.5 x 108 hucre/ml)
ayarlandi®®, MF’ye gore ayarlanmis hiicrelerin %5’i,
dizel yaginin (15W40) %0.5’i ve %0.25’i ve 50 ml BH
sivi ortami (%0.05 maya ekstrakti ile takviye edilmis)
iceren sterilize edilmis siseye ayri ayri aktarildi. Daha
sonra, 30°C’de 200 rpm’de doner bir calkalayicida
21 glin boyunca bozunma igin inkiibasyonuna izin
verildi. Emiilsifikasyon ve bulaniklik olarak bozunma
gbzlemi inklibasyon sirasinda glinliik olarak yapildi.

Bozunma oranini belirlemek i¢in  gravimetrik
analiz yontemi kullanildi. Bu amacla; kalan yaglar
diklorometanile 1:1 oraninda ¢6zdiirtldi. Karisim bes
dakika vortekslendikten sonra organik faz toplandi.
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Sulu faz iki kez ¢6zdirildi. Cozlcli, evaporator
kullanilarak  uguruldu. Bozunmus hidrokarbon
yuzdesi asagidaki formil kullanilarak hesaplandi¥:

(Kontrol kiiltiiriinde KYA — Numunede KYA)x100
Kontrol kiiltiiriinde KYA

YBO (%) =

Bu formiilde, YBO = Yag Bozunma Orani ve KYA =
Kalan Yagin Agirhig1 temsil etmektedir.

Gaz Kromatografisiile Dizel Yag Diyagraminin Standart
Egrisinin Olusturulmasi: Standart egri olusturmak
icin Gaz Kromatografisi (GC) kullanildi. Dizel yagi
cozeltilerinin  diklorometan (DCM) iginde seri
dilisyonlari (0.1 pg/ml’den 0.01 ug/ml’ye) hazirlandi
ve GC’de analiz edildi. GC cihazi (Agilent 7820A,
Santa Clara, CA, ABD), alev iyonlagsma detektori HP-5
kapiler kolonu (30 m x 0,320 mm; film kahnhg1 0,25
mm; Agilent, ABD) ile donatildi. Enjektor ve detektor
sicakligi sirasiyla 230°C ve 300°C idi. Taslyicl gaz,
helyum (1 mL/dak); hava akisi, 300 mL/dak; hidrojen
akisi ise; 30 mL/dak’idi. Analiz yontemi su sekilde
yapilandirildi; baslangi¢ sicakligi bir dakika streyle
70°C idi, sicakhk kademeli olarak 10°C/dk artirildi.
300°C’ye kadar ve tutma siresi 35 dakikaydi®?,
GC’de dikkate alinan toplam alan sonuglari standart
egri diyagrami olarak degerlendirildi (r>=0,9955). Bir
Ul numune hacmi HP-5 kolonuna enjekte edildi ve
yukarida bahsedilen GC yontemi ile analiz edildi.

Dizel Yaginin Bozunmasinin Tayini: Dizel yagi, sivi-
sivi (1:1 v/v) DCM’de 6ziimlendi. 21 giin sonra esit
hacimde DCM, mikrobiyal popiilasyon ve mazot
iceren BHY ortamina eklendi. DCM-BHY, bes dakika
boyunca maksimum hizda vorteks yoluyla hemen
karistirildi. Bu prosediir BHY ortami icin iki kez
tekrarlandi®?, Daha sonra, bozunmus kalan dizel
yaginin belirlenmesi igin dizel yagi bilesiminin GC
analizi yapildi.

Mikrobiyal  Kiiltiirlerin  izolasyonu: inkiibasyon
siresinden sonra, CT1 konsorsuyumunu iceren
mikroorganizmalar saflastirildi. Bu amagla; Nurient
Agar (NA) petrilerde ¢izgi ekim yontemi kullanilarak
izole edildi®?,

Tablo 1. Mikrobiyal yapi belirlemede kullanilan primer setleri

Primer Niikleotid Dizisi
11F 5’-GTTTGATCCTGGCTCAG-3’
1492R 5'-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’

Biyokimyasal ve Enzimatik Tayin: Saflastirilan izolatlar,
biyokimyasal ve enzimatik reaksiyonlar agisindan
ayrintili olarak analiz edildi. Bunun icin mikrobiyal
hlcreler gram reaksiyonlari, katalaz, oksidaz ve
KOH tahlillerinde degerlendirildi®*®. Lipaz ve proteaz
aktiviteleri tarandi™¥,

Konsorsiyum Uyelerinin Belirlenmesi icin Molekiiler
Analizler: Tum mikrobiyal izolatlar i¢in ZR Fungal/
Bakteri DNA MiniPrepTM (Zymo Research, ABD) ile
DNA izolasyonlari yapildi. DNA konsantrasyonlari
ve safliklari UV-Vis spektrofotometre (Nanodrop
2000c, Thermo Scientific, ABD) ile analiz edildi.
16S rRNA kodlayan gen bdélgesi, 11F-1492R primer
setleri kullanilarak amplifiye edildi (Tablo 1). Bu
islem icin gercgeklestirilen PCR protokoli, baslangic
denatilirasyon icin 95°C ‘de bes dk. bir déngi;
amplifikasyon icin 40 dongl boyunca denaturasyon
95°C’de 20sn.,50°C’de 40 sn.ve 72°C’de 80 sn. olarak
belirlendi®. Cogaltilan PCR Urtnleri agaroz jel (%2
w/v) elektroforezinde calistirildi ve biyogoriintileme
sistemi (Biospectrum UVP, Birlesik Krallik) altinda
gorintilendi. Daha sonra PCR drinleri sekanslandi.

BULGULAR

CT1 konsorsiyumunda gozlenen erlenler arasinda
en iyi parcalanmanin %0,5 oraninda dizel yagi iceren
oldugu tespit edildi. Bu 6rnekte biyolojik bozunma
oranin belirlenmesi amaciyla yapilan gravimetrik
analize gore eviporator sonrasinda kalan yagin agirhgi
0,1027 gr ve kontrolde ise; 0,1861 gr olarak olguldi.
Bu sonuglara gore hidrokarbonun biyolojik bozunma
ylzde hesaplama formiliine %93 olarak elde edildi.

Sekil 2'de de GC analizi sonucunda elde edilen
kromotogramlar  verilmektedir.  Mavi  renkte
gosterilen kromotogram vyalnizca %0,5 oraninda
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Sekil 2. Dizel yaginin CT1 konsorsiyumunda bozunmasinin GC analizi ile tayini

15W40 dizel yagini iceren kontrol ornegine aittir.
Kirmizi kromotogram ise; CT1 konsorsiyumunun
bulundugu erlende kalan dizel yagi miktarini
temsil etmektedir. GC sonuglari, dizel yaginin ana
bilesenleri olan ¢ok gesitli alkanlari parcalayabildigini
de gosterdi.

CT1 konsorsiyumunda bulunan mikroorganizmalarin
belirlenmesi amaciyla saflastirilarak CT1-1, CT1-
2 ve CT1-3 izolatlari elde edildi. Saflastirilan
izolatlar, biyokimyasal ve enzimatik reaksiyonlarinin
belirlenmesi acisindan ayrintili olarak analiz edildi.
Bu amagla; mikrobiyal hiicreler gram reaksiyonlari,
katalaz, oksidaz ve KOH tahlillerinde degerlendirildi.
Lipaz ve proteaz aktiviteleri tarandi (Tablo 2).

Tablo 2’de CT1 izolatlarina ait biyokimyasal testlerin
ve enzimatik reaksiyonlarin sonuglari verilmektedir.
Bunun sonucunda; CT1-1 ve CT1-2 izolatlarinin gram
negatif, CT1-3izolatininise gram pozitif bakterioldugu
tespit edildi. KOH testi; CT1-1 ve CT1-2 izolatlarinda
pozitif, CT1-3 izolatinda negatifti. Tum izolatlarda
katalaz aktivitesi tayin edilirken; oksidaz enziminin
aktivitesi yalnizca CT1-2 izolatinda belirlendi. Lipaz
ve proteaz aktiviteleri sadece CT1-3 izolatinda tespit
edildi.

Tum mikrobiyal izolatlarin tanilanmasi amaciyla
yapilan molekiler analizler sonucunda dizel
yaginin bozunmasini gerceklestiren mikrobiyal yapi
belirlendi. Buna gére; CT1-1 izolatinin %99 oraninda

Tablo 2. Biyokimyasal testler ve enzimatik reaksiyonlarin sonuglarn

izolatlar Gram reaksiyonlari KOH testi Katalaz Oksidaz Lipaz aktivitesi  Proteaz aktivitesi
CT1-1 - + + - - -
CT1-2 - + + + - -
CT1-3 + - + - + +
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Tablo 3. NCBI veri tabaninda BLAST edilen dizilerden dominant
turler ve % benzerlikleri

Genbank % Benzerlik

izolat Adi Organizma Adi Oram
CT1-1 Citrobacter sp. %99
CT1-2 Pseudomonas japonica %100
CT1-3 Bacilllus sp. %100

Citrobacter sp., CT1-2 izolatinin %100 oraninda
Pseudomonas japonica ve CT1-3 izolatinin %100
oraninda Bacilllus sp. oldugu bulundu (Tablo 3).

TARTISMA

Dizel yagi gibi petrol tlirevleriyle kirlenmis olan
ortamlarin biyolojik olarak giderilmesi ¢evre dostu
ve uygun maliyetlidir. Bu g¢alismada; ham petrol
ile kirlenmis topraklardan toplanan &rnekler
aktif  biyobozunmayi gerceklestirecek  olan
mikrobiyal konsorsiyumun secimi icin n-tridekan,
n-tetradekan, n-hekzadekan, aycicek vyagl ve
zeytinyag kullanildi. Bu zenginlestirme sonrasinda
olusturulan  konsorsiyumlardan CT1 bakteriyal
konsorsiyumu ile 15W40 dizel yagini 21 giinde %93
oraninda bozundurmustur. Nikhil et al.*® petrolle
kirlenmis topraktan izole edilen Micrococcus sp. ve
Pseudomonas sp. tarafindan dizel motor yaginin
biyolojik bozunma oranini incelemiglerdir. 25 glinliik
inklibasyon siresinden sonra Pseudomonas sp. dizel
yaginin %67.57’sini ve Micrococcus sp. ise %52.95
oraninda gidermislerdir. Ancak Micrococcus sp. ve
Pseudomonas sp. karisimi birlikte denendiginde
25 gilin sonra dizel motor yagini %89.98’ini bozmak
icin bliyik bir potansiyele sahip oldugunu tespit
etmiglerdirt®. Petrol hidrokarbonlari ile kirlenmis
topraklarda emdilsifiye edici ve dizel bozundurucu
bakteri popilasyonlarinin degerlendirildigi baska bir
calismada Serratia marcescens C11S1, S. marcescens
C7S3A, Citrobacter freundii CCCA4DS3, Raoultella
ornithinolytica C5S3, Stenotrophomonas maltophilia
CCC10S1 ve Stenotrophomonas pavanii C5S3FN
suslariniiceren bir konsorsiyum da %97 oraninda dizel
bozunmasi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir*®.
Demeter ve ark.'” bircok calismanin tek izolatlar
yerine mikrobiyal konsorsiyumlari tercih ettigini,

c¢linki  mikrobiyal konsorsiyumlarin  metabolik
aktiviteyi uyararak saf kiltirlere gére daha ylksek bir
bozunma oranina neden olabilecegini belirtmislerdir.

Ham petroliin bozunma verimliligi sadece mikrobiyal
faktore bagl degildir. Ayni zamanda hem cevresel
faktorlere hem de ham petrolin miktarina da
baglidirlar®?, Bu calismada dizel yaginin gideriminde
en verimli olan CT1(%0,5) konsorsiyumundan
Ug¢ bakteri izolatinin bozunmada etkili oldugu
goralmustir.  Hidrokarbon  konsantrasyonundaki
azalma, CT1-1, CT1-2 ve CT1-3 izolatlarinin
ham petroli etkili bir sekilde parcaladigini
gostermektedir.  Yiksek konsantrasyonda dizel
yaginin (%0,5) varhiginda hidrokarbon pargcalayici
suslarin etkinligi, ham petrolin toksik etkisine
karsi yiiksek tolerans gosterdiklerinin gdstergesidir.
Bu calismada da oldugu gibi; mikroorganizmlarin
daha vyuksek konsantrasyonlarda dizel yagini
parcalayabilmesi, ¢evresel agidan 6nemlidir. Clnki
bu yetenek, petrol drinlerinin sizintilari  veya
kirlilik olaylari sonucunda ortaya c¢ikan cevresel
kirliligi azaltmada etkili bir yéntem sunabilir. Bu
yetenek; cevresel kirliligi azaltma, ekonomik fayda
ve biyoremidasyon gibi bazi nedenlerden dolayi
oldukca dnemlidir®?. Ozellikle bu calismada da islev
gorecek olan mikrobiyal konsorsiyumun sec¢imi igin
petrokimya endustrisinden ham petrol ornekleri
toplanmistir. Genis tarama yapabilmek icin; kaltir
ortamlarinda tek karbon ve enerji kaynagi olarak
n-tridekan, n-tetradekan, n-hekzadekan, aycicek
yagi ve zeytinyagl kullaniimistir. Bunun sonucunda
da dizel vyaginin pargalanmasinda kullanilan
konsorsiyum hidrokarbon bozunmasinda daha etkili
ve direngli olmustur. Literatirde bazi ¢alismalar,
bakteri toplulugunun hidrokarbona énceden maruz
kalmasinin, daha sonra yag eklenmesine hizla yanit
verebilecek popiilasyonlarin segilmesine yol agtigini
bildirmigtir&19),

CT1 konsorsiyumundaki dizel yaginin bozunmasini
gerceklestiren izolatlar; Citrobacter sp., P. japonica
ve Bacilllus sp/dir.  Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter, vb. bakteriler, hidrokarbonla
kirlenmis topraklarin biyolojik gideriminde oldukga
etkili olduklar iyi bilinmektedir?®, Ozellikle,
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Bacillus sp. gibi gram pozitif bakteriler, cogunlukla
petrol Grunlerinden olusan daha direngli PAH’larin
biyobozunmasi icin de kullanilabilirler. Ornegin;
Ekvador’da ham petrolle kirlenmis bolgelerden izole
edilen Bacillus thuringiensis B3 ve Bacillus cereus
B6 suslari 30 giinde sirasiyla %84 oraninda dizeldeki
PAH’lari gidermislerdir ve ham petrol ile kirlenmis
topraklardan toplam petrol hidrokarbonlarini %94
oraninda uzaklastirmiglardir?, Kullanilmis motor
yagiile kirlenmis topraktanizole edilen Ochrobactrum
anthropi HM-1 ve Citrobacter freundii HM-2'nin
gama radyasyonu ile 1sinlanmis bakteriyel karisimin
bozunma etkinligi %95 olurken; i1sinlanmamista ise
%79 oldugu goriulmistiur®). Yine, literatiirde bazi
bakteri tirlerinin 20’den fazla karbon atomuna sahip
uzun zincirli alkan molekillerini asimile edebildigi
belirtilmistir?>2,  Alkanlarin  biyolojik  olarak
ayrismasina katkida bulunan enzimler arasinda
Sitokrom P450 enzimleri, integral membran di-demir
alkan hidroksilazlar (6rnegin AlkB), ¢ozUnir di-demir
metan monooksijenazlar ve membrana bagh bakir
iceren metan monooksijenazlar bulunmaktadir®?®,
Alkan hidroksilaz (AH) enzimleri, alkanlari genellikle
alkollere dénustirmek icin hidroksilasyon
reaksiyonlarini katalizleyerek alkanlarin enzimatik
olarak pargalanmasini gerceklestirirler?”, Bu enzim
ailesinin iki 6nemli Gyesi, integral membran alkan
1-monooksijenaz (AlkB) ve sitokrom P450 CYP153
enzimleri, kisa ve orta uzun zincirli alkanlarin
ayrismasinda gorev alirlar ve hem gram negatif hem
de gram pozitif bakterilerde bulunabilirler??9, Bu
acidan, cesitli Acinetobacter suslarinin farkh alkan
molekillerini  pargalayabildigi  bilinmektedir®°3Y,
Ornegin; Acinetobacter oleivorans DR1 susunun
genomunda iki alkB, almA ve ladA kopyasina sahip
oldugu tespit edilmistir®?. Acinetobacter sp. M1,
hem AIkB ile iliskili iki hidroksilazi hem de uzun
zincirli alkanlari oksitleyen bir dioksijenazi igerir®3,
P. aeruginosa PAO1 ve RR1 suslarinin C12-C16
alkanlari  oksitleyen membrana entegre non-
heme diiron monooksijenazlari kodlayan iki alkan
hidroksilaz genine (AlkB1 ve AlkB2) sahip oldugu
bulunmustur®?”33),

Sonug olarak; dogada bazi mikroorganizmalar cesitli
metabolik islevlere sahiptir. Bircogu da ortamlardan
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belirli kirleticileri uzaklastirabilirler. Ozellikle belirli
bir mikrobiyal konsorsiyumlar kullanarak cesitli
hidrokarbonlarin giderimi mimkinddr. Mikrobiyal
konsorsiyumlar bu hidrokarbonlari uzaklastirmak
icin bir dizi metabolik yola sahip olduklarindan
sinerjik olarak isbirligi yapabilirler. Bu sebeple, yerel
mikroorganizmalari hizlandirdigi veya gelistirdigi icin
kirleticileri kontamine alanlardan uzaklastirmanin
etkili bir yoludur®4. Ayrica, saf mikrobiyal kiiltirlere
kiyasla mikrobiyal konsorsiyumlar daha etkili bir
biyolojik iyilestirme/yag bozunma potansiyeline
sahiptirler®. Bu calisma ile CT1 konsorsiyumundaki
bakteriler ile dizel yaginin neredeyse tamamini
bozundurmustur. Bu sekilde izole ve karakterize
edilen bakteriler; kirlenmis topraklarin gevre
dostu bir sekilde iyilestirilmesi icin umut verici
bir ¢6zim olarak hizmet edebilirler. Dizel yagi
biyopargalanmasi, fosil yakitlara olan bagimlilig
azaltmak ve cevresel etkileri azaltmak igin dnemli
bir adim olabilir. Bu nedenle, bu alanda yapilan
ilerici cahsmalar, strdirilebilir enerji kaynaklarinin
gelistiriimesine katki saglayabilir. Biyoteknolojik
yontemler kullanarak mikroorganizmalarin dizel
yagl parcalama yeteneklerini artiralabilir. Ornegin,
gen mihendisligi veya enzim muhendisligi gibi
yontemlerle mikroorganizmalarin  performansini
optimize edilebilir. Bu tiir calismalar, ¢cevre koruma ve
sirdurulebilirlik agisindan 6nemli katkilar sunabilirler.
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