Research Journal of Biology Sciences

B I B H n E-ISSN: 1308-0262 16(1): 26-37, 2023

Research Article

Pseudomonas hydrolytica BAKTERISI iLE PIREN
HIiDROKARBONUNUN BiYODEGRADASYONU

Dilara Ulusoy *", Cansu Filik Iscen 2°
lEski;ehir Osmangazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, 26480, Eskisehir, Tiirkiye
2 Eskisehir Osmangazi Universitesi Egitim Fakiiltesi, Matematik ve Fen Bilimleri Egitimi
Béliimii, 26480, Eskisehir, Tiirkiye
“Corresponding Author:

E-mail; dulusoyl133@gmail.com

(Received 24" April 2023; accepted 26" May 2023)

a: “="ORCID 0000-0002-9212-3125, b: “="ORCID 0000-0001-5463-8825

OZET. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) kullanim1 sirasinda yapilan ihmal ve hatalar sonucunda,
petroliin dokiilmesiyle ve fosil yakitlarin tamamen yanmadan atilmalariyla ¢evreye birakilan toksik, mutajen
ve kanserojen bilesiklerdir. PAH’larin ¢evrede birikmeleri ve uzun siire kalmalari ¢evreyi ve biyolojik dengeyi
etkilemektedir. PAH’larin ¢evreden uzaklastirilmasinda, biyodegradasyon en oOnemli ve en temel
mekanizmadir. Mikroorganizmalar tarafindan cesitli kimyasal bilesikler enerji ve karbon kaynagi olarak
kullanilarak farkli biyolojik iiriinlere doniistiiriilmektedir. Piren, ABD Cevre Koruma Ajansinin oncelikli
kirleticiler olarak siniflandirdig1 hidrokarbonlar arasinda yer alir. Piren yiiksek molekiil agirlikli bir PAHdur.
Bu PAH grubu biyolojik parcalanmaya kars1 direnglidir ve bu sebeple ¢evrede daha kalicidir. Bu ¢aligmada
Sinop Limanindan alinmis toprak drneginden izole edilen Pseudomonas hydrolytica’nin piren hidrokarbonunu
%73 oraninda degrade ettigi bulunmustur. Taguchi metodu kullanilarak optimizasyon ¢aligsmalari yapilmis ve
biyodegradasyon tizerine etki eden faktorlerin sicaklik, pH ve tuzluluk oldugu; sicaklik 31°C, pH 6, piren
konsantrasyonu 1g/L ve tuzluluk orani 0.1 g/L oldugunda en iyi biyodegredasyon saptanmistir. Sonug olarak,
biyodegradasyon yetenegine sahip mikroorganizmalar kullanilarak g¢evrede problem olusturan PAH’larin
ortadan kaldirilmast ve kirliligin azaltilmasi, PAH’larin biyoremediasyon ¢alismalart igin potansiyel
olusturmaktadir.
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GIRIS

PAH olarak adlandirdigimiz polisiklik aromatik hidrokarbonlar 2 ya da 7 benzen
halkasina sahip organik, apolar ve hidrofobik bilesiklerdir. Bu hidrokarbonlarin uzun siire
cevrede kalmalar1 ve ¢evrede birikmeleri biyolojik dengeyi etkilemektedir. Bu kirliligin
etkileri kisa veya uzun siirebilir. Sucul ekosistemlerde polisiklik aromatik hidrokarbonlar
hidrofobik olduklarindan su i¢inde ¢oziinmez, dagilmis siispanse sekilde suyu sararlar.
Yiizeydeki PAH’larin yaklasik olarak %25°1 bir giinde buharlagir kalan kisimda emiilsiyon
durumuna doniiserek, kiiglik tanecikler seklinde suya karigmaktadir [1].

PAH’larin olusumlart dogal veya insan kaynakli olabilir. Orman yanginlari, volkanik
patlamalar dogal kaynakli PAH olusumuna &rnek verilebilir. Insan kaynakli PAH olusumlari
ise sigara, motorlu tasitlar, endiistriyel kaynaklardandir. Endiistriyel kaynaklar, petrol
rafinerileri, asfalt iiretimi, metal iiretimi, ¢imento fabrikalari, ¢6p yakimi gibi durumlari
kapsar.

PAH’lar mutajenik, toksik ve kanserojeniktirler. Bu durumlarindan dolay: gidalardaki ve
cevredeki miktarlar1 canli sagligi bakimindan 6nemli hale gelmistir. Salamura {irtinleri,
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sigara ve yanan odun dumanlari, sebze, meyve, bakliyat, et, kirlenmis anne siitli veya inek
siitinde PAH’lar karsimiza ¢ikmaktadir.

Kirlenmis havada, toprakta ve suda yetigen iiriinler de ayn1 sekilde PAH igerebilmektedir.
Yiiksek sicakliklarda pisirilme, mangal gibi durumlar da PAH miktarinda artisa neden
olmaktadir [2]. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 biyolojik olarak parcalayan
mikroorganizmalarin tespit edilmesi, izolasyonu ve karakterizasyonu, ¢evrenin minimum
zamanda temizlenmesi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. ABD Cevre Koruma Ajansi( EPA) 16
tane polisiklik aromatik hidrokarbonlari ‘Oncelikli kirleticiler’ olarak siniflandirmistir.
Bunlar; piren, benzo(a)piren, naftalen, asenaften, asenaftilen, antrasen, benzo(a)antrasen,
floren, fenantren, floranten, benzo(b)floranten, benzo(k)floranten, krisen, indenol(1,2,3-c,d)
piren, benzo(g,h,i)perilen ve dibenzo(a,h)antrasen’dir [2]. Bu siralanan 16 PAH bilesikleri
ve bunlarin yikim drlinleri, hiicre boliinmesini denetleyen mekanizmalar {izerinde
onarilamayan hasarlara ve tiimor olusumuna yol agarlar [3]. 16 PAH’n 6ncelikli kirleticiler
arasinda sayilmasinin nedenlerinden birincisi; bu PAH’larla ilgili daha fazla bilgiye sahip
olunmasidir. Bu PAH’lar digerlerine gore fazla toksiktir, zararli etki gosterirler ayrica bu
PAH’lara digerlerine gore maruz kalma riski daha fazladir [2].

Biyodegradasyon, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleriyle organik kirleticileri
zararsiz formlara doniistiirme reaksiyonlarna denir. Biyodegradasyonla kirleticiler dogal
yollarla, kontamine olmus bolgeden uzaklastirilmaktadir [4]. Mikroorganizmalar, karbon ve
enerji kaynagi olarak c¢esitli organik maddeleri kullandiklart i¢in, organik kirleticilerden
kaynaklanan kirliliklerin giderilmesinde biyodegradasyon yontemlerinde pargalayici ajan
olarak kullanilir [4]. Biyodegradasyonda biyolojik olarak pargalanabilen bilesikler,
mikroorganizmanin ekstraseliiler enzimlerine baglanip hiicre zarindan gegip, hiicre igerisine
taginirlar. Hiicre i¢inde seri doniisiim reaksiyonlariyla daha kiiciik ara iiriinlere pargalanirlar.
Bu tepkimeler sirasinda enerji agiga ¢ikar ve bu enerji hiicrelerin onarilmasinda, bilesiklerin
hiicreye tasinmasinda ve hareket etmesi i¢in kullanilir [4].

Biyodegradasyon siirecinde, funguslar karsinojenik yan {irtin olusumuna yol agarken
bakteriler karsinojenik madde olusturmaz, aromatik hidrokarbonlar1 detoksifiye eder [5].
Bakterilerin ve funguslarin polisiklik aromatik hidrokarbonlar1  parcalayabilme
mekanizmalar1 birbirinden farkli gelisir [6]. Bakteriler karbon kaynagi olarak hidrokarbonu
kullanirlar. Funguslar ise enzim salgilayarak hidrokarbonlar1 suda ¢oziiniir bilesiklere
dontstiriirler.  Sitokrom P-450 enzim sistemiyle funguslar polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 okside ederek trans-dihidrodiolleri ve fenolleri olustururlar [6].

Piren yliksek molekiil agirlikli bir PAH’dir. Bu PAH grubu biyolojik parcalanmaya karsi
direnglidir ve bu sebeple ¢evrede daha kalicidir. Bu yiizden ¢alismada hidrokarbon olarak
piren tercih edilmistir [7,8,9,10]. Pirenin halka yapisinin etrafinda bulunan p- elektronlari
sebebiyle biyodegradasyona kars1 direnglidir bu sebeple de ¢evrede uzun yillar kalmaktadir.
Kimyasal formiili C16H10 olarak gosterilir. Organik bilesiklerin yanmasi sonucunda
meydana gelir. Sar1 ve kristal formda bulunur, hidrofobik yapidadir ve saf su i¢inde
¢oziinmezler. Keskin bir kokuya sahiptir [6].

Giliniimiize kadar pireni degrade edebilen bir¢ok mikroorganizmalarla ¢aligmalar
stirdiirilmistiir. Mycobacterium pireni karbon kaynagi olarak kullanabilen ve degrade
edebilen bir cinstir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Pseudomonas, Rhodococcus cinslerine
ait bazi tiirlerin de piren hidrokarbonunu pargaladig: bildirilmistir [10,11].

Bu ¢alismada Pseudomonas hydrolytica bakterisinin piren hidrokarbonunu degradasyonu
ve optimizasyon ¢alismalar1 yapilmigtir.
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MATERYAL VE METOD

Bakteri Izolasyonu

Sinop ve Ayancik Istefan Limani’nin petrol ile kirlenmis bolgelerinden su ve toprak
ornekleri alinip bakteri izolasyonlar1 yapilmistir [12].

Pireni Parcalayabilen Izolatlarin Belirlenmesi

izole edilen bakterilerin piren hidrokarbonunu degrade edebilme yeteneklerinin
arastirtlmasi igin Zhao ve ark. (2009) tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir. Bu
yontem, piren biyodegradasyonun tespit edilmesi i¢in kullanilan basit ve olduk¢a hizli bir
yontemdir [12,13].

Piren Degradasyonunun Belirlenmesi
Spektrofotometrik Yontem

Farkli konsantrasyonlarda piren igeren Bushnell Haas besiyerinde iiretilen kiiltiirler 10.
giin sonunda ¢ikartilip falkonlara alinip 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek pelet kismi1
uzaklagtirnllmistir. Elde edilen supernatant kismina DCM (diklorometan) (1:2) eklenerek
stvi-s1vi ekstraksiyon yapilmigtir. Ortamda bulunan piren ve aseton/EtOAc, DCM iginde
coziinerek alt faza gecip, iist faz alt fazdan ayrilarak uzaklastirllmistir. Ekstrakte edilen
hidrokarbon 420 nm ‘ye ayarlanmis olan spektrofotometrede kore karsi okutulup
hidrokarbonun baslangi¢ ve son absorbans degerleri arasindaki fark % biyodegradasyon
olarak degerlendirilmistir [14].

GC_MS ile Metabolitlerin Belirlenmesi

Analiz 6ncesi piren hidrokarbonuna tiirevlendirme yapilmistir. izolatlar 8 mg piren igeren
100 ml BH besiyerinde 10 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. 10. gilinlin sonunda alinan
ornekler 4000 rpm de 10 dakika santrifiijlenmistir. Supernatant alinip 3 kez 10 ml etilasetatla
stvi-stvi ekstraksiyon yapilmigtir. Ust faz alinarak Rotary Evoparotdrde vakum altinda
buharlasana kadar konsantre edilmistir. Kalan kalint1 1 ml kloroform ile ¢ézdiiriiliip tekrar
buharlastirilmigtir. Buharlastiktan sonra 40ul piridin, 40ul N,o-bis-trimetilsililasetamid ve
20ul trimetilklorosilan ile karistirilmasinin ardindan 80 °C’de 10 dakika boyunca azot
atmosferi altinda inkiibe edilmistir. GC_MS analizinden 6nce tekrar 1 ml kloroform ile
seyreltilmistir [15]. Tiirevlendirmeden sonra Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezine GC-MS analizi i¢in Ornekler
gonderilmistir.

Bakteri Identifikasyonunda Kullanilan Testler

Bakteri identifikasyonu icin; gram boyama, katalaz, oksidaz, lipaz, hareket, sicaklik,
indol, HaS testleri uygulanmustir.

Izole edilen Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Molekiiler testler hizmet alim1 seklinde, Eskisehir MST Lab Biyoteknoloji Sirketinde
yapilmis ve islemler takip edilmistir.
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Piren Varliginda Degradasyon Oraninin Deneysel Tasarimi

Taguchi metodu kullanilarak, sicaklik, pH, tuzluluk gibi parametrelerin piren
biyodegradasyonu iizerine etkileri arastirilmistir. Degisken ve diizeyler belirlenirken diger
literatilir ¢aligmalar1 gbz oniinde bulundurulmustur. Deney tasarim sonuglart ANOVA ile
hesaplanmistir. Denemelere gore toplamda 27 deney seti kurulmustur. Deneyler paralel
olarak yapilmigtir. Sicaklik i¢in 27 °C- 37 °C -47 °C diizeyleri, pH igin 6-7-8 diizeyleri, piren
konsantrasyonu i¢in, 0,1 g/L- 0,5 g/L- 1 g/L diizeyleri, tuzluluk igin, 0,1 g/L- 0,5 g/L- 1 ¢g/L
diizeyleri calisilmistir. Degiskenlerin deneme diizeyleri Cizelge 1.’de gosterilmistir.

Cizelge 1. Degiskenlerin deneme diizeyleri

Deney Sicakhik pH Tuzluluk I'Z'gﬁ?
1 27 6 0,1 0,1
2 27 6 0,1 0,1
3 27 6 0,1 0,1
4 27 7 0,5 0,5
5 27 7 0,5 0,5
6 27 7 0,5 0,5
7 27 8 1 1
8 27 8 1 1
9 27 8 1 1
10 37 6 0,5 1
11 37 6 0,5 1
12 37 6 0,5 1
13 37 7 1 0,1
14 37 7 1 0,1
15 37 7 1 0,1
16 37 8 0,1 0,5
17 37 8 0,1 0,5
18 37 8 0,1 0,5
19 47 6 1 0,5
20 47 6 1 0,5
21 47 6 1 0,5
22 47 7 0,1 1
23 47 7 0,1 1
24 47 7 0,1 1
25 47 8 0,5 0,1
26 47 8 0,5 0,1
27 47 8 0,5 0,1

BULGULAR VE TARTISMA

Bakteri Izolasyonu

Sinop Limani’ndan alinan 6rneklerle yapilan izolasyonda toprak drneklerinden 28, su
orneklerinden 18 olmak {izere toplamda 46 izolat elde edilmistir [12].

Pireni Parcalayabilen Izolatlarin Belirlenmesi
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En iyi biiyiime saglayan izolatlarin 13, 17 ve 62 oldugu ve bu izolatlarin piren
hidrokarbonunu pargalayabildikleri tespit edilmistir. Sekil 1.’de izolatin tek karbon kaynagi
piren olan Bushnell Haas besiyerinde iiremesi goriilmektedir. Inkiibasyondan sonra filtre
kagidinin {izerinde ve g¢evresinde iiremenin gergeklesmesi, bu izolatlarin pireni karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanip parcalayabildiklerini, ireme yoksa pireni karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanmadiklarini gostermektedir [12].

Sekil 1. Pireni Degrade Eden Bakteri

Piren Degradasyonunun Spektrofotometrik Yontem ile Belirlenmesi

80 ppm de en iyi biliylime gosteren 13 numarali izolatin biyodegradasyon yiizdesini
belirlemek i¢in kullanilan spektrofotometrik yontem sonucunda, bu izolatin 80 ppm de %73
oraninda pireni degrade ettigi bulunmustur [12]. Cizelge 2.’de 13 numarali izolatin
biyodegradasyon yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 2. 13 Numaral: Izolatin Biyodegradasyon Yiizdeleri

PPM | BIYODEGRADASYON %
20 42
40 44
80 73

120 42

160 57

Bakteri Identifikasyonunda Kullanilan Testler

PAH ile kirlenmis ortamlardan izole edilen bakteri 6rnegine Cizelge 3.’te yer alan testler
uygulanmustir. Testler sonucunda bakterinin gram negatif, basil, ve hareketli oldugu +4 °C
‘de tireyemedigi ancak 41 °C’de biiyiime gosterdigi gézlenmistir. Bunun yaninda uygulanan
testler sonucu oksidaz, katalaz, lipaz, H2S iiretimi pozitif, indol tiretimi negatif olarak
gozlenmistir.
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Cizelge 3. Uygulanan biyokimyasal ve morfolojik testler

Biyokimyasal ve
Morfolojik Testler

Pseudomonas
hydrolytica

Gram Boyama

Oksidaz Testi

Katalaz Testi

indol Testi

Hareket Testi

Lipaz Testi

H,S Testi

Sicaklik Testi
4°C

Sicaklik Testi
41°C

Izole edilen Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi
Dizi analizi i¢in 1492R primeri kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore 13 numarali

izolatin  %99,86 oraninda

Pseudomonas hydrolytica tiirtiyle benzerlik gosterdigi

belirlenmistir. Cizelge 4.’te 13 nolu izolatin dizi analiz sonucu verilmistir. Sekil 2.’de
izolatin filogenetik agac1 gosterilmistir.

Cizelge 4. 13 Numarali izolatin dizi analizi sonucu

Izolat | Primer Benzerlik gosteren tiir % Referans
Kodu Numarasi
13 1492R Pseudomonas hydrolytica  %99,86 NR_170428.1

strain DSWYO01 16S
ribosomal RNA,
partial sequence

@ Pseudomonas mendocina

@ Pseudomonas hydrolytica

@ unknown

@ Pscudomonas guguanensis

, @
1 0.003 I

|

1

@ Pseudomonas straminea

@ Pscudomonas argentinensis

Sekil 2. 13 numarali izolatin filogenetik agact ve kismi 16S rRNA gen dizilerine dayanan
vakindan iligkili tiirlerin tip suslart.
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Piren Varliginda Degradasyon Oraninin Deneysel Tasarimi

Analiz sonuglarina gore, p<0,05 degerler anlamli kabul edilirken p>0,05 degerler
anlamsiz olarak degerlendirilmistir. Sicaklik, pH, tuzluluk degiskenleri p<0,05 araligini
sagladig1 i¢cin anlamli kabul edilmektedir. Ancak piren konsantrasyonu degiskeni p>0,05
oldugundan anlamsizdir. Sekil 3.’te degiskenlerin biyodegradasyon artis hareketleri grafigi
yer almaktadir.

Biyodegradasyon Artis Grafigi

Sicaklk pH Tuzluluk PAH
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Sekil 3. Degiskenlerin biyodegradasyon artis hareketleri grafigi

Sekil 3.’te dort farkli degiskenin en yiiksek biyodegradasyon artis hareketleri
gosterilmektedir. Sicaklik degeri 27 °C iken biyodegradasyon artiginin maksimum oldugu
goriilmektedir. Sicaklik 37 °C ve 47 °C ‘ye cikarildiginda biyodegradasyonda azalis
meydana gelmektedir. Biyodegradasyon ortalamasi olarak maksimize edilen deger 31°C’dir.
Sicaklik, PAH’larin biyodegradasyon hizlarina, c¢oziinebilirligine etki etmektedir.
Biyodegradasyonun genis sicaklik araliklarinda gergeklesebilmesinin yaninda, diisiik
sicakliklarda da biyodegradasyon hizlarinda diigme yasanir. Sicaklik faktorii diisiik molekiil
agirligina sahip PAH’larda uguculugu azaltarak mikroorganizma tizerinde toksik etki yaratir.
Genellikle en yiiksek biyodegradasyon, toprakta 30°C ila 40°C arasinda goriilmektedir [16].
Literatiir de yiiksek sicakliklarda, PAH’larin mikrobiyal membranlarda toksik etki
gosterdigi, termofilik bakterilerin sadece alkanlarin biyodegradasyonunda yiiksek
sicakliklarda etkili olabilecegi belirtilmektedir [17]. Calismamizda 37 °C ve 47 °C’de
biyodegradasyonun azalisi yukaridaki bilgiyi desteklemektedir. Singh ve ark. piren
biyodegradasyonunda optimum sicaklik degerini 30 °C olarak bulmuslardir[18].

pH degiskeni icin degerlendirme yapildiginda, pH 6 iken biyodegradasyon artis
maksimum degerde ancak pH 7 ve pH 8 de biyodegradasyonda azalis s6z konusudur. PAH
biyodegradasyonu genellikle notral pH araliginda gerceklesmektedir. Ancak ¢esitli organik
kirleticileri ve agir metal bulunduran ortamlar gibi asidik pH kosullarinda da
biyodegradasyon gergeklesmektedir [16,19].

Tuzluluk degiskeni icin degerlendirme yapildiginda, 0,1 g/L tuzluluk oraninda
biyodegradasyon artist maksimum diizeydedir. Tuzluluk arttik¢a biyodegradasyonda azalig
meydana gelmektedir. PAH’larin  mikroorganizmalar ile biyodegradasyonu tuzcul
ortamlarda yiiksek tuz konsantrasyonu nedeniyle, osmatik strese, besin azligina ve suya yanit
olusturamayacagindan her mikroorganizmayla yapilamamaktadir, bu durumlarda
halotolerant veya halofilik mikroorganizmalar gereklidir [20,21]. Besiyerinde ki yiiksek tuz
konsantrasyonlari, elde ettigimiz izolatin hiicresel aktivitesinde ve biiylimesinde diisiise
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sebep oldugu icin 0,5 g/L ve 1 g/L tuz konsantrasyonlarinda biyodegradasyonu azalmustir.
Singh ve ark. yaptiklart c¢alismada optimum tuzluluk oram1 0,1 g/l olarak
belirlemislerdir[18].

Piren konsantrasyonu i¢in bakildiginda ise piren miktar1 arttik¢a biyodegradasyonda artis
gozlemlenmistir. Maksimum biyodegradasyon artist 1 g/L piren konsantrasyonunda
meydana gelmistir.  Pseudomonas hydrolytica igin yiiksek piren konsantrasyonlari
degradasyon hizin1 arttirdifi  belirlenmistir.  Yapilan diger calismalarda diisiik
konsantrasyonlarin bakteri i¢in karbon kaynagi ve enerji kaynagi agisindan yetersiz
kalabilecegini, yiiksek konsantrasyonlarin da bakteri i¢in gerekli olan oksijen ve besini
siirlayarak biyodegradasyonun azalmasma sebep oldugunu belirtmislerdir [14,22,23].
Singh ve ark. yaptiklar1 ¢alismada optimum piren konsantrasyonunu 0,5 g/L olarak
belirlenmistir [18].

GC-MS ile Metabolitlerin Belirlenmesi

izolatin Taguchi metodu ile optimizasyon kosullarmnin belirlenmesinin ardindan
spektrofotometrik yontemle belirlenen piren biyodegradasyonunun, desteklenmesi ve
parcalanma iiriinlerinin tespit edilmesi icin GC-MS analizi yapilmistir.

Piren hidrokarbonun verdigi pik Sekil 4.’te, piren biyodegradasyon metabolitlerinin GC-
MS kromatogrami Sekil 5.’te, elde edilen pargcalanma firiinleri ise Cizelge 5.’te verilmistir.

42 89

Bagil Bolluk
GDII\I?\I\I?IIII?IHI?II\I%\I\I?HH?IHI%IIH%HH%

=1}

N W A

=

7.39 14.38 2207 2655 30.92 U\ 5119

LA e [ O Y O e e D N A O
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Zaman (Dakika)

Sekil 4. Piren Hidrokarbonun GC Kromatograminda verdigi pik
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Sekil 5. Piren biyodegradasyon metabolitlerinin GC-MS kromatogrami

Cizelge 5. GC-MS sonrasi olusan metabolitler

Pik# Metabolit Adi Alkonma siiresi % Alan Alan
1 Siklohekzasiloksan, dodekametil 10.34 28.54 2762681.26
2 Sikloheptasiloksan, tetradekametil 14.42 21.61 2091369.83
3 Benzoik asit, 2,4-bis(trimetilsiloksi)-trimetilsili ester (CAS 18.19 11.45 1108504.22
4 Metan (CAS) 19.46 9.04 875318.96
5 Silikon yag 21.61 471 456051.17
6 Asetamid, N-[(4-metoksi fenil) metil)]- (CAS) 24.69 1.85 178751.54
7 Katin (CAS) 24.69 1.85 178751.54
8 Benzoik asit, 3,4,5-trihidroksi-,propan ester(CAS) 51.00 151 146021.88

Cizelge 5’de ki 1. siitun olusan pik numaralarin1 gostermekte, 3. Siitun alikonma
stirelerini, 4. siitun olusan yan iirliniin 6rnek ig¢indeki bulunma yilizdesini, 5.siitun ise pik
alanmm1  gostermektedir. Pik  yiiksekligi madde miktariyla dogru orantilhidir.
Kromatogramlardaki diigiik siddetli piklerin sebebi dedektor kaynakli olabilmektedir.

Degradasyon sonrasi elde edilen metabolitler; Siklohekzasiloksan dodekametil,
sikloheptasiloksan tetradekametil, benzoik asit, metan, silikon oil, asetamid, katin olarak
belirlenmistir. Piren hidrokarbonunun degradasyon sonrasi daha az toksik benzoik asit,
silicone oil, katin gibi iiriinlere doniistiiriildiigli gézlenmistir. Olusan {iriinlerden benzoik
asit, antimikrobiyal 6zellikleri sebebiyle ¢ikolata, soslar, ket¢ap, mayonez, sakiz, firin
mamulleri gibi gidalarda, kozmetik iriinlerinde, ilaglarda ve merhem yapiminda
kullanilmaktadir [24,25,26]. Insanlarda benzoik asitin akut toksisitesi diisiiktiir, viicutta
birikmez, viicuttan kolaylikla disart atilir [27]. Silikon yaglar1 diisiik toksisiteye ve diigiik
yan etkiye sahip oldugu i¢in tipta da oldukc¢a kullanilan bir {iriindiir. Ayrica bakteriler i¢in
de herhangi, bir toksik etkisi goriilmemistir [28]. Katinler, merkezi sinir sistemini uyarirlar,
dopaminerjik ve noradrenerjik aktiviteye sahiptir. Farmakoloji  endiistrisinde
kullanilmaktadir [29].
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SONUC

PAH’lar, kanserojen ve mutajen etkileri sebebiyle en fazla arastirilan organik
bilesiklerdir. Beyaz, renksiz ya da sari1 renkte, suda c¢oziinmeyen hidrofobik yapiya
sahiptirler. Ozellikle kiy1 bolgeleri, biiyiiksehirler, sanayi bélgeleri cevredeki PAH
kirliliginin artisina sebep olmaktadir. PAH’larin atmosferdeki yiiksek konsantrasyon
seviyeleri de ciddi saglik sorunlarina sebebiyet vermektedir.

Bu ¢alismada petrol tiirevli bir hidrokarbon olan pirenin, petrol kirliligi oldugu diisiiniilen
su ve toprak 6rneklerinden izole edilen mikroorganizmalar ile biyolojik parcalanabilirliginin
arastirilmasi amaglanmistir. Yapilan izolasyon ¢alismalar1 sonucunda 46 izolat arasindan 3
izolatin  degradasyon yeteneginin yiikksek oldugu belirlenmistir. Farkli  piren
konsantrasyonlarinda belirlenen 3 izolat arasinda en iyi biiyiime gosteren 13 numarali izolat
secilmis, 80 ppm’lik piren konsantarsyonunda %73 oraninda biyodegradasyon orani
bulunmustur. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore bu izolatin, Pseudomonas hydrolytica
oldugu belirlenmistir.

Taguchi Metodu kullanilarak piren varliginda degradasyon oranlarinin belirlenmesi igin
optimizasyon c¢aligsmalar1 yapilmistir. Bu metot sonucunda en iyi biyodegradasyon artigina
etki eden diizeylerin sicaklik, pH ve tuzluluk oldugu, varyans analizi sonucunda da bu
diizeylerin anlamli bulundugu belirlenmistir. Biyodegradasyon ortalamasina gore sicaklik
31 °C, pH 6, tuz oran1 0.1g/L ve piren konsantrasyonu 1lg/ L oldugunda en yiiksek
biyodegradasyon orani tespit edilmistir. Calismada piren degradasyonu iizerinde en biiyiik
etkiye sicaklik, pH ve tuzlulugun sahip oldugu piren konsantrasyonunun degradasyonda en
az etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Calismada, GC-MS yontemi ile metabolitler belirlenmistir. Degradasyon sonrasi elde
edilen metabolitler; Siklohekzasiloksan dodekametil, sikloheptasiloksan tetradekametil,
benzoik asit, metan, silikon oil, asetamid, katin olarak belirlenmistir. Metabolitlerden katin,
benzoik asit, silicone oil gida, kozmetik, ila¢ sanayilerinde kullanilmaktadir. Benzoik asit;
gidalarda kontaminasyonu 6nlemek i¢in kullanilmaktadir ve bir¢ok bitkinin yaprak, kabuk
ve meyvelerinde bulunur. Katin; uyarici olarak isleve sahip amfetamin tiirevi bir maddedir,
ila¢ sanayisinde kullanilmaktadir. Silicone oil, gazli bez, nasir kremleri, tirag ve cilt bakim
tirtinleri gibi medikal ve kozmetik sektérde karsimiza ¢ikmaktadir.

Sonug olarak, PAH’larin sebep oldugu atiklar dogada kendi kendine parcalanamayip
canli  saghgni  tehlikeye  sokmaktadir.  Biyodegradasyon  yetenegine  sahip
mikroorganizmalar kullanilarak ¢evrede problem olusturan PAH’larin ortadan kaldirilmasi,
kirliligin ~ azaltilmasi, PAH’larin  biyoremediasyon c¢alismalari i¢in  potansiyel
olusturmaktadir. Bu ¢alisma oOzellikle PAH kirliliginin giderilmesinde pahali sistemler
kullanilmasimi yerine mikroorganizma gibi maliyeti diisiik biyolojik tekniklerin
kullanilabileceginin miimkiin oldugunu gostermektedir.

Tesekkiir. “Bu ¢alisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan FYL-2021-1742 nolu proje kapsaminda desteklenmistir”.
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