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KULLANIMI
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Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

Teknolojinin ve endiistrinin 6niine gec¢ilmez bir hizla biliylimesiyle birlikte ¢cevre de ayni
hizla kirletilmektedir. Giiniimiizde sanayi kuruluslarinda aritim tesisleri ya yetersiz
6l¢ekte bulunmakta veya hi¢ bulunmamaktadir. Cevre kirliliginin giderilmesinde farkli
kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler hem pahali hem de ikincil kirlilige
neden olmaktadir. Artik uygulanmasi gereken biyoremediasyon kabiliyetine sahip
mikroorganizmalarla aritim yapmaktir. Bu sekilde aritimi yapilan toksik maddeler
aromatik bilesiklerden (fenolik maddeler vb.) agir metallere (krom, nikel, bakir vb.)
uzanan genis bir yelpazeyi icermektedir. Tez caligmasinda petrolle kontamine olmus
toprak (Botas, Adana, Tiirkiye), bor isleme fabrikasi atiksuyu (ETI Maden Isletmeleri,
Kiitahya, Tiirkiye) ve ila¢ fabrikasi atik suyu (Vilsan, Veteriner Ilaclari, Ankara,
Tiirkiye) gibi farkli kaynaklardan alinan orneklerden fenolii parcalayan karisik ve saf
kiiltirler elde edilmistir. En yiiksek oranda fenol biyoremediasyonu yapan karigik kiiltiir
belirlenmis ve bu karisik kiiltiirden saf kiiltiirlerin izolasyonu saglanmistir. Hem karigik
kiiltiirlerin hem de saf Kkiiltiirlerin fenolii ortamdan uzaklastirma kapasiteleri
belirlenerek, en etkili sekilde biyoremediasyon yapabilen mikroorganizma veya
mikroorganizmalar secilmistir. Ortamda kalan fenol miktari, yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC) ile analiz edilmistir. Karisik ve saf kiiltiirlerin fenol giderim
oranlar1 karsilastirilarak fenol biyoremediasyonunda en etkili kullanim kapasitesine
sahip kiiltiir belirlenmistir.
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ABSTRACT
Master Thesis

THE USAGE OF MIXED AND PURE CULTURES IN PHENOL
BIOREMEDIATION

Giilden KAPLAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

With an unstoppable increasing rapid growth of technology and industry, environment
Is contaminated at the same rate. Nowadays, in industrial treatment plants are either
insufficient or no scale available. Different chemical methods are used in treatment of
environmental pollution. These methods are expensive and cause secondary pollution.
Now, treatment should be done with microorganisms having bioremediation capability.
Toxic materials treating in this way comprises a wide range from aromatic compounds
(phenolic compounds, etc.) to heavy metals (chromium, nickel, copper, etc.). Under the
project to obtain phenol degrading mixed and pure cultures from different samples taken
from a variety of sources like oil-contaminated soil (Botas, Adana, Turkey), boron
processing factory wastewater (ETI Mine, Kutahya, Turkey) and pharmaceutical factory
waste water (Vilsan, Veterinary Medicine, Ankara, Turkey) was aimed. Mixed cultures
with the highest rate of phenol bioremediation were identified and pure cultures were
isolated from this mixed culture. Microorganisms capable of bioremediation in the most
effective manner were selected by determining the phenol removal capacities of both
mixed cultures and pure cultures. The residual phenol amount remaining in the medium
was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). With comparison
the phenol removal rates of mixed and pure cultures, the culture having the most
effective usage capacity in phenol bioremediation was determined.
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1. GIRIS

Gilinlimiiziin en biiylik problemlerinin basinda cevre kirliligi gelmektedir. Bu kirliligi
olusturan etmenler endiistriyel {iretim yapan sayisiz kurulustan kaynaklanmaktadir.
Endiistriyel atik sularin kismi olarak aritilip veya hi¢ aritilmadan ¢evreye verilmesi o
ortamda bulunan diger biitlin organizmalar1 da olumsuz yonde etkilemektedir. Nehir,
g0l, deniz ve okyanuslara kadar ulasan boyle kirli sular aromatik halkaya sahip
hidrokarbonlar1 (fenol ve tiirevleri, ¢esitli boyar maddeler vb.) igermektedir. Bilindigi
gibi fenol ve fenol tiirevleri gibi kirleticiler olduk¢a toksik ve karsinojen bilesikleri
icermektedir. Fenoliin aromatik yapisi nedeniyle parcalanmasi zor, oldukca kararli
vekarsinojen oldugu bilinmektedir. Bu kimyasal toksik olmasina ragmen petrol iirtinleri,
ilag sanayi, tekstil endiistrisi, boya ve miirekkep ftretimi, kozmetik ve gesitli
dezenfektan tiirevleri gibi bir¢ok ¢esitli endiistriyel iiretim alanlarinda kullanilmaktadir.
Bu denli yaygin kullannom alanina sahip, bu toksik bilesigin ¢evrede
olusturacagikirlenme de kaginilmaz olmaktadir. Bu tip kirleticileri igeren atik sularin
mutlak suretle arindirilarak desarj edilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, bu tip atik
sularin  igerdigi fenolik maddeler biyolojik aritim sistemlerinde kullanilan
mikroorganizmalara da zarar vermektedir. Glinlimiizde artik endiistriyel atik sularin

aritiminda biyoremediasyon yetenegi olan mikroorganizmalar tercih edilmektedir.

Biyoremediasyonda kullanilan canlilar metabolizmalariyla kirleticileri ortamdan
uzaklastirabilen direncgli mikroorganizmalardir. Biyoremediasyon, diger geleneksel
artim yollarina gore daha ekonomik, giivenli, uygulanmas: kolay ve pratik bir
yontemdir. Bu 6zellikleriyle biyoremediasyon, giiniimiiziin ve gelecegin en gerekli
cevreyl temizleme ve koruma yoludur. Son yillarda birgok bilimsel arastirma fenol gibi
toksik maddelerin biyoremediasyon ile uzaklastirilmasi {izerine odaklanmaktadir.
Boylesine yaygin kullanilan fenolik bilesiklere direngli mikroorganizmalarin izolasyonu
ve biyoremediasyon c¢alismalarinda karisik ve saf Kkiiltiirler halinde kullanim
kapasitelerinin belirlenmesi ¢ok biliyilk 6nem tasimaktadir. Calismanin amaci,
endiistriyel kullanim sahasi oldukg¢a fazla olan fenoliin uzaklastirilmasinda kullanim

potansiyeline sahip direncli kiiltiirler elde etmek, bu kiiltiirleri karisik ve saf halde fenol



biyoremediasyonunda kullanmak ve biyoremediasyonu farkli ortam kosullarinda

optimize etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Atiksular ve Ozellikleri

Insanoglu teknoloji ile i¢ ice yasamakta ve teknolojinin her gegen giin ilerlemesi ile
hayat kalitesini artirmaktadir. Teknolojinin gelisimi sanayinin, endiistrinin ve her tiirli
tiretimin artisin1  koriiklemektedir. Bu biiyiime insanligin bir yandan hayatini
kolaylastirirken, diger yandan dogayr c¢ok biiyiik bir hizla tiiketmektedir. Doganin
yasam kaynaklarinin basinda gelen su ise boylece giin gectikge azalmaktadir.
Diinyamizin biiyiikk bir kism1 su ile gevrili olsa da kullanilabilir su kaynaklarimiz
olduk¢a smirlidir. Smirli olan suyun da artan diinya niifusu ile tarimsal, evsel
endustriyel ve diger kullanim alanlarinda hizla tiiketimi sonucu 6zelliklerinin degismesi
veya kirlenmis olmast sonucunda meydana gelen atiksular, endiistriyel ve evsel olmak
tizere iki grupta incelenmektedir. Evsel atik sular; oteller vekonutlar gibi yerlesim
birimlerindeki suyun kullanimi sonucunda kirletilmis kanalizasyon sularidir. Evsel atik
sularda bulunabilecek organik bilesikler ve deterjanlar gibimaddeler en biiyilik kirlilik
etmenlerini olusturmaktadir. Endistriyel atiksularin ozellikleri ilag, kozmetik, tekstil,
boya, hammadde ve iiretim gibi bircok alanlara goére olduk¢a farkliliklar

gostermektedirler.

Endiistriyel biiyime nedeniyle hizla kirletilmesi nedeniyle, giderek azalan yasam
kaynagimiz suyu koruma altina almak zorunda oldugumuzu gostermektedir. Su
kaynaklarmin kirlenmesinin nedenleri arasinda o&zellikle endiistriyel atiksular basi
cekmektedir. Komiir ocaklari, zeytin yag1 ve demir ¢elik isletmeleri faaliyetleri, boya,
kagit, parfiim, tekstil ve deterjan liretimi sonucunda olusan atik sular yiizlerce farkli
kirleticiyi icermektedir. Bunlar 6zellikle aromatik bilesikler, hidrokarbonlar ve fenol ve

tiirevleri gibi organik kirleticilerdir.

2.2 Fenol ve Ozellikleri

Fenol, benzen halkasi olarak adlandirilan yapiyabir veya daha ¢ok OH™ molekiiliiniin

baglanmasiyla olusan aromatik yapili birbilesiktir. Saf hali, renksiz veya beyaz-pembe



arasi kati kristal bir gériinlimdedir. Su ile karsilastirilinca ¢ok yavas buharlagsmaktadir
ve yanict oldugu bilinmektedir. “Hidroksi benzen” adiyla da bilinen bir aromatikbilesik

olan fenoliin kKimyasal yapisi sekil 2.1 de gosterilmistir.

Cf' OH OH

Sekil 2.1 Fenoliin kimyasal yapisi

Fenol, benzen halkali bilesiklere hidroksil grubunun eklenmesi ile olusan sulu
ortamlarda ¢oziiniirliigli 1yi olan “karbolik asit” veya “hidroksil benzen” de ad1 verilen
bir aromatik bilesiktir. Cok yaygm bir kullaniom alanina sahip olan fenol, organik

kirleticiler arasinda ¢ok dnemli bir yere sahiptir (Sandhu vd. 2009) .

Fenol, polikarbonat recine, boyalar, patlayicilar, miirekkepler, parfiimler, antibakteriyal
ajanlar, tekstil iriinleri ile petrokimya, petrol aritimi ve plastik gibi bir¢ok genis
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir (Movahedyan vd. 2009, Cao vd. 2011). Ayrica
ilag ve tip endiistrisinde kaprolaktam, bisfenol A, dezenfektanlar ve temizlik ekipman
liretimi i¢in preparatlarin iiretiminde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonymous
1989). Zayif asidik yapiya sahip olan fenolik bilesikler, genelde renk reaksiyonlart ile
tespit edilmektedirler. Demir kloriir ¢6zeltisi ile notr ortamda mavi, yesil, mor ve
kirmizi renkli bilesikler olarak reaksiyon vermektedirler. Fenol, buhari solundugu
zaman toksiktir; saf halde ¢ok tahris edici, ¢ok zehirli etkileri mevcuttur; su, alkol,
kloroform, eter, gliserol gibi sivilarda ¢6ziinebilmektedir. Fenol ile hazirlanan sulu
cozeltiler antiseptik ve dezenfektan etki gostermektedir. Gram (+) ve Gram (-) bakteri
gruplarina ve bazi mantarlara kars1 ¢ok etkili dezenfektan gorevi gormektedir. Aromatik
benzen halkali yapiya sahip olan fenoller mono, di, tri ve poli hidrik olarak

siniflandirilmaktadir. Halkal1 bir benzen yapisina tek bir (-OH) eklenmesiyle olusan



monohidrik fenol bilesigi, sadece fenol olarak bilinmektedir. Toluenden tiireyen

monohidrik fenollere krezoller, ksilenden tiireyen fenoller ise ksilenoller olacak sekilde

adlandirilmaktadir. Bazi fenol gruplarinin formiilleri ve isimlendirme bigimleri sekil 2.2

de gosterilmistir.

OH

fenol
(hidroksibenzen)

OH

NO,

m-nitrofenol
(3-nitrofenol)

CHj

OH
p-krezol
(4-hidroksitoluen)

CH,
OH

o-krezol
(2-hidroksitoluen)

Sekil 2.2 Fenollerin adlandirilmasi

2.3 Fenoliin Canlilar ve Cevre Uzerinde Etkileri

OH
Cl

o-klorfenol
2-klorfenol)

OH
CHa

CHj

2.3-ksilenol
(2,3-dimetilfenol)

Fenoliin diisiik konsantrasyonlarinda bile insanlar, bitkiler ve deniz yasam alanlar1 i¢in

toksik olmas1 6zelligi aromatik bilesikler gibi organik kirleticiler arasinda 6nemli bir

yere sahip oldugunu gostermektedir (Das ve Santra 2012, Ahmad vd. 2015). Ornegin;

fenol baliklar i¢in 5-25 mg/L konsantrasyonu oldiiriicii etkiye sahiptir (Nuhoglu ve

Yalg¢in 2005).



Fenol ile baz1 aromatik bilesikler ve tiirevleri, hiicre béliinme mekanizmalarinda kontrol
edilemeyen zararli etkilere yol agarak 6zellikle balik ve memeliler grubu canlilar igin
cok tehlikelidirler ve karsinojen etkiye sahiptirler (Gaga 2004).

Fenol toksisitesinden dolay1, insanlarda, merkezi sinir sistemi bozukluklari, hipotermi,
cilt hasarlari, korneanin beyazlamasi ve bazen tamamen korliik, hepatik hasarlar vb.
bitki Ortiisiinde bozulma, besin aliminda bozunma meydana gelebildigi bildirilmistir
(Naresh vd. 2012, Alber vd. 1989). Fenoliin deney hayvanlarinda iskelet i¢in zararl
etkiler olusturdugu raporlanmistir. Ayrica bobrek, karaciger, kas ve gozleri tahris ettigi,
kromozomal anormallikler, DNA dizisinde ve DNA sentezinde degisiklige ve hasarlara
neden oldugu ve DNA replikasyonunu engelledigi bilinmektedir (Michalowicz ve Duda
2007, Brown 2008). Bununla birlikte fenol, insan ve diger canli organizmalarin
salgiladigi endokrin mekanizmalarinda tahribata yol acarak, canli sagligi olumsuz yonde
etkilemektedir (Van Schie ve Yang 2000, Yang ve Lee 2007, Saravanan 2008).
Klorofenollere maruz kalan insanlarda ise akciger kanserinin tetiklendigi goriilmiistiir.
Ayni sekilde p-kresoliin de karsinojen oldugu cesitli calismalarda belirtilmistir
(Michatowicz ve Duda 2007).

2.4 Biyoremediasyon

Glniimiiz hizli niifus artis1 ile gelisen teknoloji, endiistriyel sanayilesme sonucu olusan
atik sularin kirliligi gibi ¢ok 6nemli problemleri de beraberinde getirmistir. Bu kirliligi
olusturan baslica maddelerden fenol ve tiirevleri gibi aromatik bilesikleri de igeren
hidrokarbonlarin giderilmesi yollarina bagvurulmustur. Bu tip bilesiklerin aritilmasi igin
cesitli yontemler arastirilmaktadir. Bu yontemler fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak
tizere cesitli artim tekniklerini i¢ermektedir. Bu sekilde gelistirilen metotlardan
mikroorganizmalar  vasitasiyla  uygulanabilen  biyolojik aritim  yolu  olan

biyoremediasyon avantajlari nedeniyle tercih edilmektedir.

Biyoremediasyon, c¢evresel alanlarda bulunan tehlikeli atiklarin giderilerek toksik

olmayan veya daha az zararli bilesiklere doniistiiriilmesinde maya, bakteri veya fungus



gibi canli mikroorganizmalarin kullanildig1 biyolojik bir aritim yontemidir (Strong ve

Burgess 2008).

Gliniimiizde teknolojinin ilerlemesi ve sanayilesme faaliyetlerinin artisi ile zehirli
atiklar, petrol ve tiirevleri, aromatik bilesikler, fenolik bilesikler, gida maddeleri, sanayi
fabrika atiklart gibi ¢esitli atik iriinleri ¢evre kirliliginde neden olanen biiyiik
problemlerden biri haline gelmis, ¢evreye, insanlara ve diger canlilar iizerinde zararls,
tehlikeli, toksik ve karsinojen etkiler gosteren kimyasallar toprakta, havada ve suda
Oniine gecilemez selikde artmistir. Biyoremediasyon bu tip atiklarin bertaraf
edeilmesinde en etkili biyolojik aritim yontemi olarak nitelendirilmektedir (Alexander
1999). Giiniimiiz gevre kirliligi sorununun ¢éziimlenmesini saglayacak faydali, etkili,
kolay ve maliyeti fazla olmayan biyoremediasyon, aromatik hidrokarbonlar, fenol ve
tirevleri gibi bilegikler ile kirlenmis oOzellikle atiksularin aritilmasi igin gelecek
vaadeden biyoteknolojik ¢aligsmalar1 giindeme tasimistir (Arjoon vd. 2013). Boylelikle,
cevre biyoteknolojisi calismalarinda biyolojik aritim ve biyoremediasyon ile insan,
hayvan ve tiim canlilar ile ¢evre sagligini korumaya yardimci olarak stirekli iyilestirme
ve gelistirme c¢alisma faaliyetleri olarak degerlendirilmekte ve tercih edilmektedir

(Syakti vd. 2013).

2.4.1 Fenol Biyoremediasyonu

Daha o6nce yapilan c¢esitli ¢alismalarda, atik sulardan fenolik maddelerin kimyasal
yollarla uzaklastirildigr gosterilmistir (Carmona vd. 2006; Wu vd. 2000; Lazarova ve
Boyadzhieva 2004). Ancak bu yontemler ikincil bir ¢evre kirliligine ve yiiksek maliyete
neden olmaktadir. Ayrica c¢evre dostu yontemler olmadigr igin tehlikeli ve zararh
sonuglar ortaya ¢ikardig: i¢in tam verimli bir aritim saglayamamaktadir (Yan vd. 2006,
Bai vd. 2007, Zhai vd. 2012). Ayrica, fenolik bilesikler aromatik benzen halkali
yapilarindan ~ kaynaklanarak  biyolojik  parcalanmaya da  olduk¢a  direng

gostermektedirler.

Bununla birlikte biyoremediasyon yetenegi olan mikroorganizmalar sayesinde fenolik

bilesiklerin atik sulardan temizlenebildigi bilinmektedir. Bilimsel ¢alismalar da bu yone



dogru ivme kazanmistir. Clinkli biyoremediasyon diger aritim yollar1 gibi ikincil
kirlilige yol agmadan, gevre dostu, pratik ve daha maliyeti diistik bir sekilde kirleticileri
ortamdan uzaklagtirmamizi saglamaktadir. Daha 6nce yapilan gesitli ¢aligmalarda farkli
mikroorganizmalarin fenol ve tiirevlerini igeren ortamlarda gelisebildigi ve bu aromatik
bilesikleri besin, enerji ve karbon kaynagi olarak kullanabildigi gosterilmistir (Van
Schie ve Yang 2000, Tuah vd. 2009). Aerobik kosullarda meydana gelen
biyodegradasyonda primer asama olarak fenol hidroksilaz enzimi kullanilir. Sonugta ara
iirtin olarak katekol olusmaktadir. Ara iiriin olan katekol ise meta parcalanma veya orto
parcalanmayolu olmak iizere iki sekilde yikima ugrayabilmektedir. Bu iki metabolik
durumda da c¢esitli enzimatik asamalarin ardindan olusan son iiriinler Krebs dongiisiine
eklenerek pargalanma islemi devam etmektedir (Van Schie ve Yang, 2000). Bu yolla
parcalanmaya kars1 direngli olan fenolik maddeler mikroorganizmalar sayesinde C0, ve

H.0 ya kadar indirgenmektedir (Loh ve Chua 2002).

Fenolii bakteriler, funguslar, mayalar ve mikroalglerin parcaladigi bilinmektedir (Scragg
2005). Mikroorganizmalar fenolik bilesik biyoyikiminda saf kiiltlirler halinde tek tek
kullanildig1 gibi birka¢ saf kiiltiir kanstirilip konsorsiyum seklinde veya bircok
mikroorganizma igeren karisik kiiltiir seklinde kullanilmaktadir (Nakhli vd. 2014, Kilig
ve Dénmez 2013, Pradhan vd. 2012, Tobajas vd. 2012, Begum ve Radha 2011, Chandra
vd. 2011, Bajaj vd. 2009, Cordova-Rosa vd. 2009, Kilig 2009).

Mikroorganizmalar tarafindan aerobik fenol biyodegredasyonu iyi bilinmektedir.
Ozellikle Pseudomonas tiirlerinde yapilan yaygin calismalarda fenolii bu sekilde
parcaladig1 goriilmiistiir (Powlowski ve Shingler 1994, Kumar vd. 2005, Kulkarni ve
Chaudhari 2006, Kotresha ve Vidyasagar 2008). Diger bakteri gruplarinda ise drnek
olarak Rhodococcus spp. (Margesin vd. 2005), Bacillus brevis (Arutchelvan vd. 2006),
ve Alcaligenes sp. (Nair vd. 2007) calismalarinda fenol giderimi incelenmistir.
Mantarlarda ise Candida tropicalis (Yan vd. 2006), Phanerochaete chrysosporium
(Pérez vd. 1997) ve Penicillium chrysogenum (Leitao vd. 2007) tiirlerinde yapilan
caligmalarda fenolii parcaladiklari gosterilmistir. Ayrica bu calismalara ek olarak,

Ochrobactrum sp. (Kili¢ 2009) gibi mikroorganizmalarin da bu aromatik kirleticiyi



biyolojik yolla parcaladigimi ¢esitli arastiricilar  gdstermistir.  Rhodococcus
cercidiphyllus,  Arthrobacter  sulfureus ve  Pimelobacter  simplex  gibi
mikroorganizmalarin ise diisiik sicakliklarda n-alkanlari, fenolii ve antrasen, piyren gibi
maddeleri parcalayabildigi Margesin vd. (2013) tarafindan belirlenmistir. Bir baska
calismada, fenol ve m-kresol giderimi Pseudomonas sp.’nin baskin oldugu bir karisik
kiiltiir ile yapilmistir (Saravanan vd. 2008). Ayn1 ¢aligmada 600 ppm fenol ve 400 ppm
m-kresoliin tamamen mineralize edildigi belirtilmistir. Lepik ve Tenno (2012) ise aktif
camur ile fenol, o-kresol ve p-kresoliin ortamdan uzaklastirildigini gostermistir. Bazi
arastiricilar siyanidle karismis fenol, kresol, ksilenol, kuinolin ve indol igeren atiksular1
karisik mikrobiyel kiiltiir kullanarak aritmayr basarmislardir (Sharma vd. 2012). Bir
baska c¢alismada ise zenginlestirilmis aktif ¢amur ile meta-flurofenoliin ortamdan

uzaklastirildigi gosterilmistir (Chaojie vd. 2007).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Fenol biyoremediasyonu yapan karisik mikrobiyel Kiitle eldesi

Farkli karisik mikrobiyel kiiltiir elde etmek amaciyla petrolle kontamine olmustoprak,
BT (Botas, Adana, Tiirkiye); bor isleme fabrikas1 atiksuyu, BW (ETI Maden Isletmeleri,
Kiitahya, Tiirkiye) ve ilag fabrikas1 atiksuyu, DMW (Vilsan, Veteriner Ilaglar1, Ankara,
Tiirkiye) olmak iizere 3 farkli alandan su ve toprak ornekleri alinmistir. Bu 6rneklerden
karisik kiiltiir elde etmek i¢in 1 g/l glukoz ve 25 mg/1 fenol igeren minimal besiyeri (pH

7) hazirlanmastir.
Minimal besiyerinin (MSM) icerigi;

KH2PO4, 1.7 g/l; (NH4)2SO04, 2.69 g/l; MgSOy4, 0.2 g/l; ve CaCl,, 0.03 g/lseklindedir
(Afzal vd.2007).

Her bir 6rnekten 1 ml, 20 ml besiyeri igeren 50 ml lik erlenlere inokiile edilerek 30 °C’
de gelistirilmistir. Fenol konsantrasyonu arttirilarak, farkli karisik mikrobiyel kiiltiirler
zenginlestirme yolu ile elde edilmis ve mikrobiyel kiiltiirlerin fenole adaptasyonlari

saglanmstir.

3.2 Yontem
3.2.1 En yiiksek verimle fenol biyoremediasyonu yapabilen karisik Kiiltiiriin se¢cimi

Gelistirilen BT, BW ve DMW kangik kiiltiirlerinden en yiiksek verimle fenol
biyoremediasyonu yapabilen karisik kiiltiirleri saptamak i¢in denemeler yapilmistir. Bu
denemelerde 250 ml’lik erlenlere 101.7 mg/l fenol igeren 100 ml minimal besiyerleri
(pH 7) kullanmilmistir. Yedi giin inkiibasyonu yapildiktan sonra ortamdaki kalan kirletici
konsantrasyonu o6l¢iilmiistiir. Caligmalara en yiliksek verimle fenol giderimi yapan

karisik kiiltiir ile devam edilmistir.
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3.22 Kangsik mikrobiyel Kiiltiiriin fenol biyoremediasyon kapasitesinin
belirlenmesi ve optimizasyonu

En yiiksek verimle fenol giderimi yapan BT ve BW karisik kiiltiirleri ile ¢aligmalara
devam edilmistir. Calismalarin bu agsamasinda karisik mikrobiyel kiltiirlerin fenol
giderimine; pH’in, baslangic fenol konsantrasyonunun ve baglangi¢ biyokiitle

konsantrasyonunun etkileri aragtirilmistir.

3.2.3 pH’1n fenol biyoremediasyonuna etkisi

pH’1n fenol biyoremediasyonuna etkisini belirlemek icin, 250 ml’lik erlenlerde farkli
pH degerlerine (pH 5, 6, 7, 8 ve 9) ayarlanmig 100 ml minimal besiyerleri (yaklagik 100
mg/l fenol ve 1g/1 glukoz igeren) hazirlanmistir. Yapilan denemelere en yliksek oranda

fenol biyoremediasyonu yapilan pH degerine sahip ortamla devam edilmistir.

3.2.4 Baslangig fenol konsantrasyonunun fenol biyoremediasyonuna etkisi

Se¢ilen pH degerine sahip, 1 g/l glukoz ve sirasiyla 159.4 mg/l, 221.6 mg/l, 291.9 mg/l,
400.4 mg/l, 497.6 mg/l, 594.6 mg/, 782.9 mg/l, 997.5 mg/l fenol iceren minimal
besiyerleri, artan fenol konsantrasyonun fenol giderimine etkisini gérmek amaciyla 250
ml’lik erlenlerde 100 ml olarak hazirlanmistir. Karisik kiiltiirlerin en fazla ka¢g mg/l

fenolii mineralize edebildigi bu deneyler sonucunda belirlenmistir.

3.2.5 Baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunun fenol biyoremediasyonuna etkisi

Secilen pH degerine sahip, 1 g/l glukoz igeren ve en iyi gideriminin yapildig1 fenol
konsantrasyonunu igeren 100 ml’lik minimal besiyerleri 250 ml’lik erlenlerde
hazirlanmistir. Bu ortama %0.5 (v/v), %1 (v/v), %2 (v/v) ve %3 (v/v) olacak sekilde
zenginlestirilmis biyokiitleler inokiile edilmistir. Boylece yapilan ¢alismalar sonunda en

yiiksek verimle biyoremediasyon yapan biyokiitle miktar1 saptanmistir.
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3.2.6 Fenol biyoremediasyonu yapan Kkarisik Kiiltiirlerden saf Kkiiltiirlerin
izolasyonu

Secilen BT ve BW karisik kiiltiirlerinin icerdigi saf kiiltiirleri izole etmek amaciyla pH’1
7 olan ve 200 mg/l fenol iceren agarli minimal besiyerleri hazirlanmistir. Bu
besiyerlerine ¢izgi ekim yapilarak 30°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire¢ sonunda

morfolojisi farkli olan saf kiiltiirler elde edilmistir.

3.2.7 Saf kiiltiirlerin fenol giderim kapasitelerinin belirlenmesi

Elde edilen saf kultirlerin 250 ml’lik erlenlerde 100 ml olarak hazirlanan minimal
besiyerlerinde (Co: 200.3 mg/l fenol; pH: 7) kirletici uzaklastirma kapasiteleri

belirlenmistir.

3.3 Analitik Yontemler

3.3.1 Mikroorganizma miktarimin belirlenmesi

Inkiibasyon siiresince mikroorganizma miktarinin belirlenmesi icin belirli siirelerde
erlenlerden 5 ml’lik 6rnekler alinmistir. Bu 6rnekler, 10 dakika siire ile 5000 rpm de

santrifiijlenmis ve optik yogunluk spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda

belirlenmistir.

3.3.2 Fenol miktarmin belirlenmesi

Inkiibasyon siiresince belirli araliklarla alman 5 ml’lik érnekler 10 dakika siire ile 5000
rpm de santrifiijlenmis ve biyokiitlenin uzaklastirilmasi saglanmistir. Siipernatanttaki
fenol konsantrasyonunu belirlemek i¢in HPLC analizi yapilmistir. HPLC analizinde
C18 kolonu (partikiil biyiikligii: Sum; i¢ ¢ap: 250 mm x 4.6 mm; akis hiz1 1ml/dk; UV

dedektor (275 nm); mobil faz: asetonitril:su karigimi) kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Fenol Biyoremediasyonda Kullanilan Karisik Mikrobiyel Kiitle

Ug farkli ortamdan alinan drneklerden saglanan karisik mikrobiyel kiiltiirlerin fenol
biyoremediasyon kapasitelerinin belirlemek igin 250 ml’lik erlenlere yaklasik olarak
100 mg/l fenol igeren pH’1 7 olan 100 ml minimal besiyerleri hazirlanmigtir. Yedi
giinliik inkiibasyon periyodu sonunda besiyeri igeriginde kalan fenoliin miktarina HPLC

analizi ile belirlenmistir.

En yiiksek verimle fenol biyoremediasyonu yapan karisik mikrobiyel kiiltiir belirlenerek
deneylere bu kiiltiirle devam edilmistir. Yapilan deneme ¢aligmalarindaki sonuglar
Cizelge 4.1°de yer almaktadir. Ug karigik kiiltiirden en diisiik verim DMW Kkarisik
kiiltiirlinden alindigindan, ¢aligmalara diger iki karigik kiiltiir olan BT ve BW ile devam
edilmigtir. BT karisik kiiltiirii ortamdaki fenoliin tamamini giderirken, BW ise

%99.7’sini giderebilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli karisik kiiltiirlerin fenol biyoremediasyon kapasiteleri (Co: 101.7
mg/l; T: 30°C; Inkiibasyon siiresi: 7 giin)

Karisik Kiiltiir Fenol biyoremediasyonu (%6)
DMW 90.0
BT 100.0
BW 99.7
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4.2 Kansik Mikrobiyel Kiiltiirlerin Fenol Biyoremediasyon Kapasitesinin
Belirlenmesi ve Optimizasyonu

4.2.1 pH’1n fenol biyoremediasyonu iizerine etkisi

Mikrobiyel gelismeyi etkileyen en onemli faktorlerden birisi ortamin pH degeridir.
Fenol remediasyonunu yapan karisik kiiltiirlerin iizerine pH’in etkisini gorebilmek
amactyla deneylerde kullanilan besiyerlerinin pH’lar1 5, 6, 7, 8 ve 9 olmak iizere 5 farkl
degere ayarlanmis ve denemeler yapilmistir. Denemeler igin 250 ml’lik erlenlere
yaklastk 100 mg/l fenol ve 1 g/l glukoz iceren 100 ml minimal besiyerleri

hazirlanmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda ortamdaki kalan fenol miktar1 belirlenmistir.

BT ve BW Kkarigik kiiltiirlerinin yaklasik 100 mg/l fenol igeren besiyerindeki fenol
giderim kapasiteleri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

BW karigik kiiltiirii besiyeri pH’1 6 iken %98.9, pH 7 ve 8 degerlerindeyken ise %100
verimle fenol giderimi yapmistir. Ortam pH’t 9’a ayarlandiginda ise BW karisik
kiiltiiriiniin fenol giderim oram1 %32.2’ye diismiistiir. Bu pH ortaminda gelistirilen
mikrobiyel kiiltiir alkali olmasindanolumsuz etkilenmistir. Ayn1 sekilde pH 5’e
ayarlanarak yapilan denemelerde de kiiltiir olumsuz etkilenerek fenol giderim orani

%58’e dlismiistiir.

Kullanilan diger karisik kiiltiir olan BT i¢in farkli pH’lardaki fenol giderim kapasiteleri
karsilastirildiginda ise sadece ortamin pH’1 9 olarak ayarlandiginda fenol gideriminin
%4.6 degerine diistiigli gdzlemlenmistir. pH degeri 5 iken %97.9, pH degeri 6 iken
%99.9 oraninda fenol giderimi yaptig1 saptanmistir. Ortam pH’1 7 ve 8 oldugunda ise

BT karisik kiiltiiriintin fenol giderimi %100 olmustur.

Yapilan denemelerden elde edilen sonuglara gore ortam pH degeri 7 olarak seg¢ilip

denemelere devam edilmesine karar verilmistir.

4.2.2 Artan fenol konsantrasyonlarimin Kirleticinin giderimine etkisi

Farkli baslangi¢ fenol konsantrasyonlarmin biyogiderim iizerine etkisini arastirmak

amaciyla segilen pH derecesine (pH 7) sahip minimal besiyerleri 159.4, 221.6, 291.9,
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400.4, 497.6, 594.6, 782.9, 997.5 mg/l fenol ve 1 g/l glukoz igerecek sekilde 100 ml

olarak 250 ml’lik erlenlerde hazirlanmistir. Karigik kiiltiirlerin en ¢ok ne kadar mg/l

fenolii giderebildigi bu asamada yapilan deneylerle belirlenmistir.

BW karisik kiiltiirtinlin artan fenol konsantrasyonlarinda gerceklestirdigi fenol giderim
miktart Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 pH’1n karisik mikrobiyel kiiltiirlerin fenol degredasyonuna etkisi (pH 5-C,:

92.6mg/l, pH 6-C,: 107.3 mg/l, pH 7-C,: 106.7 mg/l, pH 8-C,: 105 mg/l, pH 9-C,: 99
mg/l; T: 30°C; Inkiibasyon siiresi: 7 giin)
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Sekil 4.2 Artan fenol konsantrasyonunun BW karisik mikrobiyel kiiltiiriiniin fenol
degredasyonuna etkisi (pH 7; T: 30°C; Inkiibasyon siiresi: 11 giin)

BW kanigik kiiltiirii en fazla yaklastk 600 mg/l fenol konsantrasyonuna kadar
gelisebilmis olup 600 mg/l ve {istli fenol konsantrasyonlarinda mikroorganizmalar
olumsuz olarak etkilenmistir. Denemelerde BW karisik kiiltiirii 159.4 mg/1 fenol igeren
besiyerinde fenoliin yaklasik %10’unu inkiibasyonun birinci giiniinde uzaklastirirken,

besinci gilinlinde ise tamaminin giderimini gerceklestirmistir.

Fenol konsantrasyonu 221.6 mg/l olarak ayarlanan besiyerinde BW karigik kiiltiirii
ortamdaki fenoliin yaklasik %10’unu ilk giin uzaklastirirken, Kirleticinin tamaminin

giderimini saglamasi inkiibasyonun yedinci giiniinde gerceklesmistir.

Fenol konsantrasyonu 291.9 mg/l olan ortamda gelistirilen mikroorganizmalar
uygulanan fenoliin %100 verimle giderimini saglamistir. Bu giderimin tamamlanmasi

inkiibasyonun yedinci giiniinde gerceklesmistir.
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Kirletici fenol konsantrasyonunun 400.4 mg/l oldugu durumda ise kirleticinin giderimi
icin gereken inkiibasyon siiresine onbir gliniin sonunda ulasilmistir. Bu konsantrasyonda
gelisen BW karigik kiiltiirii inkiibasyonun ikinci giiniinde sadece %9.2’°lik bir giderim
yapmistir. Bes giinliik inkiibasyonun sonunda %42.6, yedi giiniin ardindan ise %62.6 ve

onbirinci giinde %100 verimle fenol giderimi gergeklestirmistir.

Fenol konsantrasyonu 497.6 mg/l olan denemelerde ise BW karisik kiiltiiriiniin fenol
giderimi oldukga diismiistir. BW karisik mikrobiyel kiiltlir, inkiibasyonun yedinci

giiniinde %34.5, onbirinci giinlinde de ise ancak %46.9 verimle giderim yapabilmistir.

Kirletici konsantrasyon igerigi 594.6 mg/l deneylerde ise kullanilan BW karisik

kiiltiirine fenol miktar1 toksik etki yaptigindan kiiltiir bu ortam gelisememistir.

BT karigik kiiltiirtiniin artan fenol konsantrasyonlarinda gergeklestirdigi fenol giderim

miktar ise Sekil 4.3’de verilmistir.

BT karigik kiiltiirii ile yapilan en diisiik kirletici konsantrasyonu (159.4 mg/l) iceren
ortamda fenoliin %50’sinin giderimi inkiibasyonun ii¢iincii giiniinde meydana gelmistir.

Ayni1 ortamda, mikroorganizmalar besinci giinde fenolii %100 verimle gidermistir.

Fenol konsantrasyonu 221.6 mg/I’ye ¢ikarildiginda ise BT karisik kiiltiirii iiclincii giinde
%37.6, besinci giinde %87.0 verimle kirleticiyi degrede etmistir. Bu ortamda,
Kirleticinin tamaminin par¢alanmast ise yedi giinlik inkiibasyon siiresi sonunda

olmustur.
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Sekil 4.3 Artan fenol konsantrasyonunun BT karistk mikrobiyel kiltiiriiniin fenol
degradasyonuna etkisi (pH 7; T: 30 °C; Inkiibasyon siiresi: 11 giin)

Kirletici konsantrasyonu 291.9 mg/l olan ortamda yapilan denemelerden elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde ise inkiibasyonun iigiincii gilinlinde %25.1, yedinci
giiniinde %74.7 verimlefenol gideriminin gerceklestigi goriilmiistiir. Ayni ortamda
fenoliin tamamen giderilmesi i¢in gereken inkiibasyon siiresi ise uzayarak onbirinci

giinde %100 verime ulasilmistir.

Minimal besiyerine 400.4 mg/l fenol eklendiginde ise BT karnigik kiiltiiri bu
konsantrasyonda da gelisebilmis ve giderim yapabilmistir. Bu ortamda, ii¢ giinliik
inkiibasyonun sonunda %25.2, yedinci giinde %76.4 verimle fenol ortamdan
uzaklastirilmistir. Bu kosullar altinda onbir giinliik inkiibasyonun sonunda ise ortamdaki

kirleticinin tamami1 BT karisik kiiltiirii tarafindan parcalanmistir.

Yaklasik 500 mg/1 kirletici iceren ortamda gelistirilen BT karisik kiiltiirii inkiibasyonun

liclincii giiniinde ortamdaki fenoliin %59.4’{inii degrede etmistir. BT karigik kiiltiirii bu
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ortamda onbir giinliikk inkiibasyonun sonunda %2100 verimle kirletici mineralizasyonu

gerceklestirmistir.

Fenol konsantrasyonu 594.6 mg/1’ye yiikseltildiginde BT karisik mikrobiyel kiiltiirtinde
ikinci inkiibasyon giinli sonunda %3.4, besinci giiniinde ise %67.4 oraninda kirleticiyi
ortamdan uzaklastirmigtir. Ayn1 kosullarda onbir giinliikk inkiibasyon siiresi sonunda

%100 verimle kirletici mineralizasyonu gerceklesmistir.

Fenol miktar1 782.9 mg/l konsantrasyon olarak minimal besiyerine eklenerek ¢alismalar
yapildiginda ise BT karisik mikrobiyel kiiltliriiniin artan fenol miktarindan olumsuz
etkilendigi ve kiiltiiriin bu kosullar altinda giderim veriminin diistigii gdzlemlenmistir.
Mikroorganizmalar {iglincii inkiibasyon giinii sonunda %5.5, besinci inkiibasyon giinii
sonunda %10.2, onbirinci gin sonunda ise ancak %31.7 verimle fenol

biyodegredasyonu yapabilmistir.

Kullanilan BT karisik mikrobiyel kiiltiiriiniin minimal besiyerine 997.5 mg/l kirletici
konsantrasyonu eklendiginde ise yapilan denemelerde kiiltliriin bu kosullar altinda

gelisemedigi goriilmiistiir.

4.2.3 Artan biyokiitle oraninin fenol biyoremediasyonuna etkisi

BW ve BT karisik kiiltiirlerinin artan biyokiitle miktarlarinin fenol biyoremediasyonuna
etkisini belirlemek i¢cin 250 ml’lik erlenlere 100 ml olacak sekilde hazirlanan 1g/1
glukoz igeren, secilen pH derecesine (pH 7) sahip ve fenol gideriminin yiiksek verimle
yapildig1 fenol konsantrasyonundaki (200.3 mg/l) minimal besiyerine %0.5 (v/v), %1
(VIV), %2 (vIv) ve %3 (v/v) olacak sekilde biyokiitleler inokiile edilmistir.

BW Kkarigik kiiltiirlinlin artan biyokiitlelerinin 200.3 mg/l fenol konsantrasyonu igeren

ortamdaki fenol giderim miktarlar1 Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4 BW karigik kiiltiirtniin artan biyokiitle miktarlarinin fenol degredasyonuna
etkisi (Co: 200.3 mg/l; pH 7; T: 30 °C; Inkiibasyon siiresi: 7 giin)

Fenol konsantrasyonu 200.3 mg/l olan ortama BW karisik kiiltlirlinden %0.5 (v/v)
olacak sekilde ekim yapildiginda, ortamdaki kirleticinin giderimi ilk giinde %15.6,
inkiibasyonun beginci giinlinde %70.2, yedinci gilniinde ise %98.2 verimle

gerceklesmistir.

Biyokiitle miktarinin %1 (v/v) oldugu ortamda ise inkiibasyonun ilk giiniinde fenol
giderim verimi %28.4, besinci giinde ise %92 ye ulasmistir. Inkiibasyonun son giiniinde

ise %98.4 oraninda kirletici giderimi yapilmustir.

Mikroorganizma miktar1t %2 (v/v) olan minimal besiyerinde ise kirletici fenoliin
giderimi %1 (v/v) inokiile edilen besiyerine gore daha hizli gergeklesmistir.
Inkiibasyonun birinci giiniinde besiyerindeki fenoliin yaklasik %50’si uzaklastirilirken,
ticlincii glinlinde %92.2, besinci giiniinde ise %99.8’inin giderimi gergeklesmistir. %2
(v/v) BW kangik kiltiirii  biyokiitlesi iceren besiyerinde fenoliin tamaminin

degredasyonu ise inkiibasyonun altinc1 giiniinde saglanmistir.
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BW kanisik kiiltiiriiniin biyokiitlesi %3 (v/v)’e arttirildiginda besiyerindeki fenoliin
giderimi maksimum hiza ulagsmis olup, inkiibasyon siiresi kisalmistir. Bu durumda

inkiibasyonun birinci giiniinde giderim %60.5 iken ikinci giiniinde ise %100’e ¢ikmuistir.

BT kanisik kiiltiiriiniin artan biyokiitlelerinin 200.3 mg/l fenol iceren ortamlarda

gerceklestirdigi fenol giderim kapasitesi Sekil 4.5°te gosterilmistir.
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Sekil 4.5 BT karisik kiiltiiriiniin artan biyokiitle miktarlarinin fenol degradasyonuna
etkisi (Fenol konsantrasyonu C,: 200.3 mg/l; pH 7; T: 30 °C; Inkiibasyon siiresi: 8 giin)

BT karisik kiiltiirinden 9%0.5 (v/v) oraninda eklendigi besiyerindeki fenoliin
uzaklastirilma verimi inkiibasyonun ii¢iincii giiniinde %13.0 iken yedinci giiniinde
%84.3’tiir. Sekiz giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda ortamdaki fenoliin tamam

uzaklastirllamamig giderim verimi %84.3 olarak kalmistir.

Mikroorganizma miktart %1 (v/v) ¢ikarildiginda ise fenol degredasyonu hizlanmis ve
inkiibasyonun besinci giiniinde %55.7 olarak belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda

ise ortamdaki fenoliin tamami1 degrede olmustur.
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Ortamdaki biyokiitle miktar1 2 katina ¢ikarildiginda (%2 (v/v)) ise sonuglar %1 (v/v)’lik
denemelerle paralellik goéstermis olup, sekiz giinlikk inkiibasyon periyodu sonunda

besiyerindeki biitiin fenol parcalanmistir.

Fenol konsantrasyon igerigi 200.3 mg/l ortama %3 (v/v) mikroorganizmanin inokiile
edilmesi ile yapilan denemelerde ise kirleticinin degredasyonu i¢in gereken inkiibasyon
siiresi kisalmustir. Inkiibasyonun iigiincii giiniinde biyodegredasyon verimi %73.3 iken

dordiincii giinde %100’e ulasmustir.

Artan fenol konsantrasyonlarinin karigik kiiltiirlerin gram hiicre bagina degrede edilen
fenol konsantrasyonuna (maksimum spesifik fenol giderimi: qm) etkisi Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.3’te verilmistir. Calismalarin bu asamasinda alinan verilere gore BW karisik
kiiltirti i¢in fenol konsantrasyon orani arttikga gram cinsinden birim hiicre basina
degrede edilen fenol konsantrasyon miktar1 da artmistir (Cizelge 4.2). BT karisik
kiltird ile yapilan denemelerde ise qm degerleri belli bir kirletici konsantrasyonuna

kadar artmis, daha sonra diismiistiir (Cizelge 4.3).

BW karigik mikrobiyel kiiltiir i¢in en diisiik fenol konsantrasyonunu (159.4 mg/1) iceren
besiyerinde mikrobiyel kiiltiiriin qm degeri 49.3 mg/g olarak bulunmustur.

Fenol konsantrasyonunun yaklasik 200 mg/l ye arttirllmasiyla qm de artmistir (69.3
mg/g).
Yaklasik 300 mg/l fenol iceren ortamlarda karisik mikroorganizmalarin grami basina

degrede edilen fenol konsantrasyonu 85.9 mg/g olmustur.

BW karisik mikrobiyel kiiltiir 400.4 mg/l fenol varhiginda da gelisebilmis vebu
miktardaki kirleticiyi tolere ederek yiiksek verimlilikle ortamdan uzaklagtirmistir. Bu

ortamdaki maksimum spesifik fenol gideriminin 177.9 mg/g oldugu goriilmustiir.

Bu mikrobiyel kiiltiiriin gelisebildigi en yiiksek fenol konsantrasyonu yaklasik 500 mg/1

olmustur. Bu ortamda maksimum spesifik fenol giderimi 224.2 mg/g olmustur.

BW karigik kiiltlirii fenol konsantrasyonunun daha da arttirilmasindan (594.6 mg/L)

olumsuz yonde etkilenmis ve gelisememistir.
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Cizelge 4.2 Artan fenol konsantrasyonlarmin BW karigik kiiltiiriiniin - ortamdan
uzaklastirdigi fenol miktart (Cag), kiiltiirtin kuru agirligi (Xm) ve biyokitlenin grami
basina giderilen fenol konsantrasyonuna (qm) etkisi (pH 7; T: 30 °C; Inkiibasyon siiresi:
11 giin)

Co Cad Xm Om

(mg/l) (mg/l) (9/1) (mg/g)
159.4 1594 3.23+0.11 49.3+1.70
221.6 221.6 3.20£0.10 69.3+2.15
291.9 291.9 3.4+0.10 85.9+2.60
400.4 400.4 2.254+0.02 177.9+1.60
497.6 233.2+18.2 1.04+0.08 224.2+0.25

23



BT kanisik kiiltiiriinlin artan fenol konsantrasyonlarinda gercgeklestirdigi maksimum

spesifik fenol giderim miktarlar1 Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Artan fenol konsantrasyonlarinin BT karisik kiiltiiriniin  ortamdan
uzaklastirdig1 fenol miktar1 (Cyq), kiiltiiriin kuru agirh@r (Xm) ve biyokiitlenin grami
basina giderilen fenol konsantrasyonuna (qm) etkisi (pH 7; T: 30 °C; Inkiibasyon siiresi:
11 giin)

Co(mg/l) Caa(mg/1) Xm(9/1) Gm(Mg/g)
159.4 159.4 3.15+0.05 50.6+0.80
221.6 221.6 2.30+0.10 96.3+4.00
291.9 291.9 1.89+0.01 154.4+0.85
400.4 400.4 1.66+0.02 241.2+2.90
497.6 497.6 1.69+0.01 294.4+1.70
594.6 594.6 1.19+0.01 499.7+4.20
782.9 247.9£13.5 1.17+0.01 211.9£9.70

Yaklasik 150 mg/l fenol igeren minimal besiyerinde gelisen karigik kiiltiir, ortamdaki
biitin fenolii degrede etmis ve gram hiicre basina 50.6 mg Kirleticiyi ortamdan

uzaklastirmistir.

Kirletici konsantrasyonunun yaklasik 200 mg/l’ye yiikseltildigi ortamda mikrobiyel
kiltiir 159.4 mg/1 fenol igeren ortama gore yaklasik 2 kat daha fazla maksimum spesifik
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kirletici giderimi (96.3 mg/g) yapmustir.

Kirletici konsantrasyonu 291.9 mg/l oldugunda BT karigik kiiltiirii gram hiicre basina
154.4 mg fenol degrede etmistir.

Kirletici konsantrasyonu 400.4 mg/l olan besiyerindeki qmartarak 241.2 mg/g olmustur.

Fenol konsantrasyonunun yaklasik 500 mg/l oldugu minimal besi ortamlarinda
gelistirilen karisik mikrobiyel kiitle ortamdaki fenolii tamamen pargalamis ve bu

ortamdaki qm degeri 294.4 mg/g olarak bulunmustur.

BW karigik kiiltiiriinden farkli olarak BT karisik mikrobiyel toplulugu yaklasik 600
mg/l fenol varliginda da gelisebilmis ve ortamdaki fenolii mineralize etmistir. Bu

kosullar altindaki maksimum spesifik fenol giderimi 499.7 mg/g olmustur.

Kirletici konsantrasyonunun yaklagik 800 mg/1 olmas1 BT karisik kiiltliriintin gelisimini
olumsuz yonde etkilemistir. Bu ortamda mikroorganizmalar daha az geliserek daha

diisiik verimle fenol giderimi yapmustir.

Bu konsantrasyona kadar artan maksimum spesifik fenol giderimi, bu kosullar altinda

(782.9 mg/L) diigsmiis ve 211.9 mg/g olmustur.

Kirletici konsantrasyonunun yaklagik 1000 mg/l ye arttirilmasi BT kanisik kiiltiiriine

toksik etki yapmis ve mikroorganizmalar bu ortamda gelisememistir.

4.3 Kansik Kiiltiirlerden Saf Kiiltiirlerin izolasyonu ve Fenol Giderim Calismalar

BW ve BT karnsik kiiltiirleri yiiksek kapasite ile fenol giderimi yapabildikleri igin, bu
kiltlirlerden saf kiiltiir seklinde izolatlar elde edilmistir. Bu karisik kiiltiirlerin elde
edildikleri minimal s1v1 ortamlarin agar igeren kati besiyerleri (pH 7) 200 mg/l fenol

icerecek sekilde hazirlanmistir.

BW kanisik kiiltiiriinden saf koloniler elde etmek i¢in hazirlanan bu kati minimal

besiyerine oze ile ¢izgi ekimler yapilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda (24 saat) BW
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kanigik kiiltlirtinden kat1 besiyeri ilizerinde 14 adet saf kiiltiir halinde bakteri (B1, B2,
B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11, B12, B13 ve B14) elde edilmistir. Bu bakteriler
yaklagik 200 mg/1 fenol igeren sivi besiyerinde gelistirilmistir. En iyi gelisim gdsteren
bakteriler B1, B2, B12 ve B13 saf kiiltiirleri olmustur. Bu dort saf kiiltiir i¢in 200.3 mg/1
fenol igeren minimal besiyerinde (pH 7) fenol giderim ¢alismasi yapilmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde karigik kiiltiirlere gore saf kiiltiirlerin fenol giderim verimlerinin

diisiik oldugunu goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Calismada kullanilan BT karisik kiiltiiriinden de saf koloniler elde etmek amaciyla 200
mg/l fenol iceren kati minimal besiyerine (pH 7) 6ze ile ¢izgi ekimler yapilmistir. 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda BT karisik kiiltiiriinden kat1 besiyeri {izerinde 7 adet
saf kiiltiir halinde bakteri (Btl, Bt2, Bt3, Bt4, Bt5, Bt6 ve Bt7) elde edilmistir. Bu
bakteriler yaklasik 200 mg/1 fenol iceren sivi besiyerinde gelistirilmistir. En 1yi gelisim
gosteren bakteriler Btl, Bt2 ve Bt3 saf kiiltiirleri olmustur. Bu ii¢ saf kiiltiir i¢in 200.3
mg/l fenol iceren minimal besiyerinde (pH 7) fenol giderim g¢alismasi yapilmistir.Elde
edilen sonuclar incelendiginde karisik kiiltiirlere gore saf kiiltiirlerin fenol giderim
verimlerinin diisiik oldugunu goriilmiistiir (Cizelge 4.4). Calisma sonucunda her iki

karisik kiiltiirlin saf kiiltiirlere gore yiiksek verimle fenol giderimi yaptig1 goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4 BW ve BT karigik kiltirlerinden elde edilen saf kiiltiirlerin fenol giderim
kapasiteleri (C,: 200.3 mg/l; pH 7; T: 30°C; Inkiibasyon siiresi: 11 giin)

BW karisik kiiltiir % Giderim
Bl 7.7
B2 2.9
B12 2.1
B13 2.3

BT karisik kiiltiir % Giderim
Btl 2.8
Bt2 2.9
Bt3 2.9
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5. TARTISMA ve SONUC

Gergeklestirilen calismada karisik kiiltiirlerin fenol igeren ortamlarda fenol giderim
kapasitelerinin olduk¢a yiiksek oldugu bulunmustur. BW karigik kiltiirii 400.4 mg/1
fenol igeren ortamda bulunan fenoliin tamamini1 degrede etmistir. Bununla birlikte BT
kangik kiiltiiri ise daha yiiksek kirletici konsantrasyonunu tolere edebilmis ve 594.6
mg/l fenol bulunan besiyerinde kirleticinin tamamini ortamdan uzaklastirmistir.
Bununla birlikte, elde edilen saf kiiltiirlerin denemelerde kullanilan karigik mikrobiyel

kiiltiirlere gore daha diisiik verimle fenol giderimi gerceklestirdigi belirlenmistir.

Fenol ve tlirevleri gibi organik kirleticilerin saf kiiltiirlerle biyoremediasyonu
gerceklesirken, olusan toksik ara bilesikler nedeniyle biyoremediasyon siireci
aksayabilir ve tam biyominerilizasyon saglanamaz. Boyle durumlarda hedef kirleticiyi
pargalayacak farklt mikroorganizmalarin bulunmasina ihtiya¢ olur. Bununla birlikte,
dogal c¢evre kosullarinda, bu toksik ara bilesikleri parcalayacak metabolizmaya sahip
mikroorganizmalarin da orada var olmasi s6z konusudur. Mikroorganizmalarin bir¢ok
kirleticiyi ancak karisik kiiltiir olarak kullanildiklarinda daha yiiksek verimle ortamdan
uzaklastirabilmeleri bu yiizdendir (Nzila 2013). Bu nedenle, gerceklestirilen ¢caligmada
da karisik mikrobiyel kiiltiirler saf kiiltlirlere gore daha yiiksek verimle kirletici giderimi
yapmistir. Daha 6nce yapilan ¢esitli ¢aligmalarda da karisik kiiltiirlerin saf kiiltiirlere
gore daha yiiksek verimle kirletici giderimi gerceklestirdigi gosterilmistir (Nakhli vd.
2014, Pradhan vd. 2012, Tobajas vd. 2012, Begum ve Radha 2011, Chandra vd. 2011,
Bajaj vd. 2009, Cordova-Rosa vd. 2009).

Karigik ve saf kiiltiirler ile fenol biyodegradasyonunun incelendigi bu calismada,
kullanilan BW ve BT mikrobiyel kiiltiirleri ile 5 farkli pH degerinde (pH 5,6,7.8,9)
Kirletici giderim verimleri bulunmustur. Yapilan deneylerde mikrobiyel kiiltiirlerin fenol
giderimini pH 7 ve 8 oldugunda %100 verimle gerceklestigi gozlemlenmistir. Ancak pH
degeri 5 ve 9 oldugunda ise bu Kkiiltiirlerin olumsuz yonde etkilenerek degradasyon
verimi olduk¢a diigmistiir. Ayni sekilde fenol biyodegradasyonunun incelendigi

Ochrobactrum sp. kiiltiirii ile yapilan bir diger ¢alismada da pH degeri 7 ve 8 oldugunda
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yiiksek verimle fenol giderimi olmustur ve ¢alismada ortam alkalinitesi arttikca giderim
oraninin da artti§i ancak pH degeri 9 seviyesinde mikroorganizmanin gelisiminin
olumsuz yonde etkilendigi tespit edilmistir (Kilig 2009). Pseudomonas putida kiiltiirii
ile yapilan baska bir ¢alismada da pH 8 degerinde en yiiksek verimle fenol giderimi
oldugu incelenmistir (Chung vd. 2003). Ayrica karigik kiiltiir ile yapilan benzer bir
diger ¢alismada pH 7.2 degerinde iken maksimum verimle fenol degradasyonu oldugu
gozlemlenmistir (Bajaj 2009). Mikroorganizmalar ile fenol biyodegredasyonun
incelendigi tiim bu calismalar gosteriyor Ki, en iyi fenol giderim verimi pH 7 ve 8

degerlerinde olmaktadir.

Fenol biyodegradasyonunun incelendigi bu ¢alismada, minumum 159.4 mg/l ile
maksimum 997.5 mg/l fenol konsantrasyonlar1 ile calisilmistir ve biyodegrasyonda
artan fenol konsantrasyonlarinin fenol giderim veriminde etkili oldugu gozlemlenmistir.
Ancak artan fenol konstrasyonu BW ve BT karisik kiiltiirleri igin 600 mg/l ve 997.5
mg/l fenol miktar1 ile kiiltiirlerin gelisiminin olumsuz etkilendigi ve fenol giderim
veriminin diistigli gozlemlenmistir. Ayni sekilde karisik kiiltiirle yapilan bir diger
calismada yaklasik 500 mg/l ve 750 mg/l fenol konsantrasyonlarinda maksimum fenol
giderim verimi gerg¢eklesmis ancak fenol konsantrasyonu 1500 mg/l ve 2000 mg/l
miktarinda iken kiiltiirlerde gelisim olumsuz yonde etkiledigi incelenmistir (Kili¢ ve
Doénmez 2013). Baska bir c¢alismada ise, 3000 mg/l gibi ¢ok yiiksek fenol
konsantrasyonlarinda inkiibasyon siiresinin 6 ile 54 saatten daha uzun olabildigini ve
tam bir biodegradasyon gergeklestigini gostermislerdir (Marrot vd. 2006) ve baska bir
caligmada ise 20 mg/lgibi diisiik fenol konsantrasyonlarinin 48 saat iginde tamamen
giderilebildigini agiklamiglardir (Kim vd. 2002). Diger ¢alismalarda ise, 47 saatte 600
mg/l ve 69 saatte 800 mg/1 fenoliin tamamen giderilebildigi incelenmistir ve artan fenol
konsantrasyonlarinin giderim veriminde etkili oldugu aciklanmistir (Saravanan vd.

2008).

Fenol gideriminin incelendigi bu c¢alismada 200.3 mg/l fenol konsantrasyonu igeren
ortamlara %0.5 (v/v), %1 (viv), %2 (v/v), %3 (v/v) olacak sekilde hazirlanan

biyokiitleler yapilan ile yapilan incelemelerde artan biyokiitle konsantrasyonu ile fenol
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biyodegradasyon verimi oraninda da artis gézlemlendigi gozlemlenmistir. En yiiksek ve
hizli biyogiderimin biyokiitle konsantrasyonunun biyokiitle konsantrasyonunun %3
(v/v) oldugunda gergeklestigi goriilmiistiir. Daha Once yapilan ¢alismalarda biyokiitle
konsantrasyonun artmasi ile kirletici gideriminin daha verimli yapilmasi i¢in gereken
inkiibasyon siiresinin kisaldig1 gosterilmistir. Ornegin, Ben- Youssef and Vazquez-
Rodriguez (2011) gerceklestirdikleri ¢alismada fenol biyoremediasyonunda karisik
mikrobiyel kiiltiir kullanmiglardir. Ayni ¢alismada, biyokiitle konsantrasyonunun 0.79
g/l den 1.46 g/I’ye artirilmasi ile ortamda bulunan 800 mg/l fenoliin degredasyon
siiresinin 8 saatten 5 saate indigi belirlenmistir. Yapilan bir diger calismada saf kiiltiir
halinde kullanilan Corynebacterium sp. DJ1 biyokiitle konsantrasyonunun %1 (v/v) den
4-6% ya c¢ikarilmasi ile 2000 mg/1 fenol biyoremediasyonunun 150 saat yerine 96 saatte
yapilabildigi gosterilmistir. Baslangic biyokiitle konsantrasyonunun artirilmasi ile
karisik mikrobiyel kiiltiir igin gerekli lag faz kisalmakta ve mikroorganizmalar daha az
biyokiitle konsatrasyonu ile inokiile edilmis ortamlara gore daha hizli gelismektedir. Bu
nedenle fenol degredasyonu igin gerekli siire kisalmaktadir (Ho vd. 2009). Ayn1 sekilde
yapilan bagka bir diger ¢alismada da biyokiitle konsantrasyonunun fenol gideriminde

etkili oldugu agiklanmistir ( Gregory vd. 2017).

Calisma sonucunda elde edilen BT ve BW karisik kiiltiirlerinin fenol giderim verimleri
g0z Oniine alindiginda, bu karigik kiiltiirlerin aromatik halkaya sahip hidrokarbon iceren
cesitli atiksularda aritim amacli kullanim kapasitesi oldugu goriilmektedir. Bu kapasite
daha iler1 caligmalarla arttirllmaya calisilabilir. Bu amacla cesitli katki maddeleri
kirletici igeren ortamlara eklenebilir. Bu sekilde karisik kiiltiirler, biyokiitlelerini

arttirarak daha fazla kirletici giderimi yapabilirler.
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