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OZET

Pseudomonas putida NRRLB-13 SUSU TARAFINDAN KSILENIN BIYOLOJIK
YIKIMININ OPTIMIZASYONU.

Sadi SEZGINER
Yiiksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Musa SARI
2019; xv + 34 sayfa

Petrol ve tiirevleri giinliik hayatimizin neredeyse tamaminda kullanilmakta, hayatimizin
vazgecilmezi olmaktadir. Bu iiretim zincirinde olusan atik tiirleri, iiretim proseslerinin
yarattig1r c¢evresel etkiler ve iretim atiklarinin bertaraf yontemleri degerlendirilmis,
tirtinlerin kullanimi sonrasi olusan atiklarin geri doniisiim uygulamalari irdelenmis ve

geri dontisiimiin gerekliligi ele alinmustir.

Bu calisma, endiistriyel aromatik kirleticilerden birisi olan ksilenin, biyolojik yikim
gerceklestiren mikroorganizmalardan biri olan Pseudomonas putida NRRLB-13 susu ile

biyodegradasyonunu saglamaktir.

Pseudomonas putida NRRL B-13 suslar1 aktif duruma getirilerek glukoz i¢eren besiyeri

ortaminda iki nesil ¢ogalmasi saglandi.

250 mI’lik besiyeri ortamina 4Mm ksilen eklendi ve besiyerleri otoklav edildi. Otoklav
edilen besiyeri ortamina (250 ml) 4 ml 2. nesil bakteri ekimi yapildi. Besiyeri
ortamindan ilk andan itibaren 2 ml 6rnek alinarak 600 nm dalga boyunda her 4 saatte bir
spektrofotometrede absorbans ol¢limii yapildi, absorbans degerlerinde kademeli olarak
artis goriildi, bu da bize bakterilerin tiredigini ve bakteriler tarafindan ksilenin enerji

kaynag1 olarak kullanildiginin bir gdstergesidir.

8 mM ksilen igerikli bakteri kiiltiir ortaminda 260 nm’de , 96 saatlik zaman siirecinde 4
saatte bir ksilen absorbans degerleri 6l¢tildii. Ksilen absorbans degerleri kademeli olarak
azaldi. Bu da Pseudomonas putida bakterilerinin ksileni kullandigini net bir sekilde

gostermis oldu.

8 mM ksilen igerikli bakteri kiiltiiriiniin 600 nm 30 °C ‘deki absorbans degerleri ile
zamana bagli degisim degerlerine bakildiginda sicakligin diismesinin bakteri {iremesini

olumsuz etkiledigi goriildii.
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MgCl, igeren ve MgCl; icermeyen besiyerlerinde absorbans degerlerine bakildiginda
MgCl; iceren ortamda absorbansin daha hizli azalmasi MgCl,- iin ksilen yikiminda
etkili oldugunu gostermektedir. CaCl, <in ise ksilen yikimi iizerinde etkisi olmadigi

goriilmektedir. CaCl,iceren ortamda absorbansi CaCl; * {in arttirdig1 diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas sp. , ksilen , biyodegradasyon..
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ABSTRACT
Master of Science Thesis
Optimization of Xylene Biodegradation by Pseudomonas putida NRRL B-13 Strain
Sadi SEZGINER
Cumhuriyet University Graduate School of Natural Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Musa SARI
2019;xv+34 pages

Petroleum and its derivatives are used in almost all of our daily lives and are
indispensable in our lives. The types of waste generated in this production chain, the
environmental impacts of the production processes and the disposal methods of
production wastes were evaluated, the recycling practices of the wastes generated after
the use of the products were examined and the necessity of recycling was discussed.

The aim of this study is to provide biodegradation of xylene which is one of the
industrial aromatic pollutants and degraded by Pseudomonas putida NRRLB-13 which

is one of the microorganisms that perform biological degradation of xylene.

Pseudomonas putida strains NRRL B-13 were activated to proliferate in the medium

containing glucose for two generations.

4 mM of xylene was added to 250 ml of medium and the media were autoclaved.
The autoclaved medium (250 ml) was inoculated with 4 ml of 2nd generation bacteria.
Absorbance measurement was performed on the spectrophotometer every 4 hours at 600
nm wavelength by taking 2 ml sample from the medium from the first time, a gradual
increase in the absorbance values was observed, which shows us that bacteria produce
and xylene is used as energy source.

Xylene absorbance values were measured every 8 hours at 260 nm in bacteria culture
medium containing 8 mM Xxylene and 96 hours time period. Xylene absorbance values
decreased gradually. This clearly demonstrated that Pseudomonas putida bacteria were
using xylene.

When the absorbance values of the 8 mM xylene-containing bacteria culture at 600 nm
30 °C and time-dependent change values were examined, it was seen that the decrease

in temperature negatively affected the bacterial growth.
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When the absorbance values of MgCl,-containing and non-MgCl,-containing media are
analyzed, a faster decrease in absorbance in MgCl,-containing media indicates that
MgCl; is effective in xylene degradation. CaCl, has no effect on xylene degradation. It

is thought that CaCl, increases the absorbance in the medium containing CaCl,.

Key Words: Pseudomonas sp. xylene, biodegradation.
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1.GIRIS

Cevre; insanlar ve diger canlilarin yasamlari boyunca iliskilerini siirdiirdiikleri ve
karsilikli etkilesim i¢inde bulunduklar fiziki, biyolojik, sosyal, ekonomik ve kiiltiirel
ortamdir (Ertekin, 2011). Bu tanim ayn1 zamanda iktisadi iiretim faktorlerinden biri olan
dogal kaynaklar1 c¢evre igerisinde kabul etmektedir. Benzer bir tanima gore cevre;
fiziksel, kimyasal, biyolojik, kiiltiirel ve sosyal-ekonomik kaynak ve degerlerin
olusturdugu kompleks bir sistemdir (Toros vd., 1997). Bu acgidan ¢evre ve insanin ¢ok
cesitli ve karmasik faaliyetler i¢cinde bulundugu soylenebilir. Cevre, kisaca; canlilarin
yasami lizerinde etkili olan faktorler biitiinliigii olarak ta tanimlanmaktadir (Tiirk, 1998
). Bu kisa tanimda canlilarin etkilesim i¢inde bulundugu tiim canli ve cansiz faktorler
cevrenin elemanlari olarak kabul edilmektedir. Kapsamli bir tanim ise Dinger (1996)
tarafindan soyle yapilmaktadir; gevre, insan faaliyetleri ve canli varliklar iizerinde
hemen ya da siire i¢inde dolayli ya da dolaysiz etkide bulunabilecek fiziksel, kimyasal,
biyolojik ve toplumsal etkenlerin belirli bir zamandaki toplamidir. Buna gore ¢evrenin
canlt 6geleri, insanlar, bitki oOrtiisti, hayvan toplulugu ve mikroorganizmalardir. Cansiz
Ogeler ise iklim, hava, su ve yerkiirenin yapisidir. Canli ve cansiz Ogelerin biitlinii
cevreyi olusturmakta ve birbiriyle siirekli iligki icerisinde bulunmaktadir. Cevreyi canli
ve cansiz ¢evre olarak incelemenin yaninda, niteligine gore fiziksel ve toplumsal ¢evre
olarak ta incelemek miimkiindiir. Canlilarin i¢inde yasadigi, varligini, 6zelligini ve
niteligini fiziksel olarak algiladigi ortama fiziksel ¢evre denir. Fiziksel ¢evre dogal ve
yapay c¢evre olarak ikiye ayrilir. Olusumunda insanligin etkisinin olmadigi cevreye
(dag, deniz, gol, vb.) dogal cevre, insanin kendi amaglari dogrultusunda degistirmis
oldugu cevreye (sehir, kasaba, baraj, vb.) yapay c¢evre denir. Yapay ¢evre yaratilmis

oldugu dénemdeki toplumun bilgi, teknoloji ve toplumsal degerlerini yansitir.

Toplumsal ¢evre ise insanlarin ekonomik, toplumsal ve siyasal iligkilerinin tiimiinii
icinde barindiran c¢evredir. Bu bakimdan toplumsal ve fiziksel ¢evre birbirini

tamamlamaktadir (Yiicel, 2003).

Cevre, sadece yasamin siirdiiriildiigii genis bir alan degil milyonlarca canlinin yasadigi
dev bir ekosistemdir. Ayn1 zamanda g¢evre, insanligin yasamini idame ettirmesi i¢in
gerekli olan biyolojik ve fiziksel ihtiyaclarmi karsiladigr iktisadi ¢evre ve ge¢cmisten
gelecege aktarilmasi gereken tarihsel ve kiiltiirel degerler biitiiniinii de iginde

barindirmaktadir (Yiicel, 2003). Insanoglu hayatin her evresinde ¢evreyle dogrudan



etkilesim i¢inde bulunmus, ¢evrenin iginde barindirdigi kaynaklar: kullanmis onlardan
fayda saglamis ve uzun yillar ¢evreyle uyumlu bir hayat slirmiis, ancak onu hig
Onemsememistir. Cevrenin Onemli bir anlam ifade etmeye baslamasi, giinlimiizde
cevrecilik ve ekoloji diisiincesinin gelismesini saglamis, Ozellikle 1980°lerden sonra
cevre, insan merkezlilikten ¢ikarak doga merkezlilige dogru kaymistir. Bu da ¢evrenin

ve c¢evre bilincinin yeni bir yapiya kavugmasini saglamistir.

1.1. Ksilen Ile ilgili Genel Bilgi

Dimetilbenzene “ksilen” denir.

CH;
CH, CH;
CH;
CH
. . ’ CHj;
o-ksilen m-ksilen p-ksilen

Sekil 1. Ksilenin molekiiler yapisi
Ksilen, endiistride ve tibbi teknolojide yaygin olarak kullanilan aromatik bir
hidrokarbondur. Petrol, komiir ve aga¢ katraninda dogal olarak bulunan renksiz, tatl
kokulu bir s1v1 ya da gazdir. CgHa(CHs), formiiliidiir ve "dimetil benzen" olarak ifade
edilir, ¢iinkii iki metil grubunun bagh oldugu alti karbon halkasindan olusur. Ug

izomerik formda bulunur: orto-, meta- ve para-ksilen.

Ksilen baski, kauguk, boya ve deri endiistrilerinde bir solvent olarak kullanilir. Ugakta
yakit, benzin ve sigara dumaninda az miktarda bulunur. Dis hekimligi alaninda
histolojik laboratuvarlarda ksilen, doku isleme, boyama ve drtme kaymasi igin ve ayrica
endodontik yeniden muamelede guttapercha ¢oziicii olarak kullanilir. Boyama

prosediirlerinde, miikemmel mum alma ve temizleme 6zellikleri vardir.

Motorlu ara¢ emisyonlari, kentsel hava ortaminda ksilenin baskin kaynagidir.



Petrol depolama tesislerinden ve servis istasyonlarindan buharlasma ve ksilen bazl
¢oziicliler ve tinerlerin bulundugu irilinlerin kullanilmasi, ksilenin hava ortamina

girmesinin diger yollaridir.

Isyerinde ksilen ile kirlenmis ¢oziiciilerle rutin olarak temas eden histopatoloji
teknisyenleri, yiiksek diizeyde ksilen maruziyeti ihtimali yiiksek olan niifustur. Mevcut
Is Giivenligi ve Saglik Idaresi, ksilen i¢in izin verilen maruz kalma siniri, 8 saatlik bir
zaman agirlikli ortalama (TWA) konsantrasyon olarak 100 ppm'dir. Ulusal Mesleki
Giivenlik ve Saglik Enstitiisii, 100 ppm'de ksilen i¢in maruz kalma limitlerini TWA, 10
saate kadar caligma kaymasi ve 40 saat ¢aligma haftas1 ve 10 dakika siireyle 200 ppm

kisa vadeli bir limit olarak belirlemistir.

Mesleki maruziyetin yani sira, insan temasinin temel yolu, sizinti yapan yeralti
depolama tanklarinin petrol tirtinleri igeren toprak kirliliginden
kaynaklanmaktadir. Ksilen, topraga, yiizey sularina veya yer alt1 sularina sizabilir ve
burada diger kimyasallara boliinmeden once aylarca veya daha fazla kalabilir. Bununla
birlikte, kolaylikla buharlastig1 icin cogu havaya girer ve gilines 15181 altinda daha az
zararli kimyasallara doniisiir. Cogu kisi havadaki ksileni 0,08-3,7 ppm (milyonda parga)
kokmaya ve 0,53-1,8 ppm'de suda tadmaya baslar.

1.1.1. Ksilen zehirliligi

Ksilen maruziyeti teneffiis etme, yutma, géz veya deri ile temas yoluyla olusabilir. Ilk
once bir metil grubunun oksidasyonu ve glisin ile konjiigasyon yoluyla karacigerde
metabolize olur ve idrarla atilan metil hipik asit elde edilir. Ekshale edilen havada daha
kiiglik miktarlar degismeden elimine edilir. Akiimiilasyon i¢in diisiik bir potansiyel
vardir. Ksilen hem akut (<14 giin) hem de kronik (> 365 giin) maruz kalmanin saglik
etkilerine neden olur. Saglik etkilerinin tiirii ve siddeti, maruz kaldiginiz kimyasalin
miktar1 ve maruz kaldiginiz siire gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Bireyler farkli maruz

kalma diizeylerine farkli tepkiler de verir.

Ksilen buhari teneffiisiiniin temel etkisi, bas agrisi, bas donmesi, mide bulantis1 ve
kusma gibi belirtilerle merkezi sinir sisteminin depresyonudur. Asagida listelenen

etkiler, yaklasik 100 ppm hava seviyesine maruz kalma ile ortaya ¢ikmaya baslayabilir.

Ksilenin merkezi sinir sistemi {izerindeki etkisi, néronal membranda ksilen'in lipozo-

¢Oziiniirliigline atifta bulunmaktadir. Ksilenin, normal ndronal fonksiyon i¢in gerekli



olan proteinlerin etkisini ya membran proteinlerinin islev goren lipid ortaminin
parcalanmasiyla ya da membranlardaki proteinler ile dogrudan etkilesimde bulunarak
bozdugu ileri stirtilmistiir. Ksilen toksisitesinden metil benzaldehit gibi ara madde
sorumlu olabilir. Ksilenin mikrozomal enzim sistemleri ile oksidasyonu, beyinde ortaya
cikabilir.  Ksilen maruziyetini takiben g¢esitli beyin  bolgelerinde  gesitli
norotransmitterlerin ~ ve  lipit  kompozisyon  diizeylerindeki  degisiklikler
gozlemlenmistir. Bunlarin ksilenin direkt etkilerini temsil edip etmedigi veya spesifik
olmayan merkezi sinir sistemi depresyonundan kaynaklanan ikincil degisiklikler olup

olmadigi belirsizdir.

Uzun stireli maruz kalma, bas agrisi, sinirlilik, depresyon, uykusuzluk, ajitasyon, asiri
yorgunluk, titreme, konsantrasyonun bozulmasi ve kisa siireli hafizaya yol acabilir. Bu
durum bazen genel olarak "organik ¢oziicii sendromu" olarak adlandirilir. Ne yazik ki,
bu etkilerin incelenmesinde ksileni diger solvent pozlarindan izole eden ¢ok az bilgi

vardir.

Burun ve bogaz tahrisi 3-5 dakika sonra yaklasik 200 ppm'de ortaya ¢ikabilir. Gozdeki

tesadiifi sicrama goziin ylizeyine zarar verebilir, bu da birkag giin i¢inde iyilesir.

200 ppm veya daha yiiksek seviyelerde ksilen'e maruz kalma akcigerleri tahris ederek
gogiis agrist ve nefes darligi neden olabilir. Asirt maruz kalma (érn., Kapali bir
alanda) akcigerlerin s1v1 ile dolmasi potansiyel olarak yasami tehdit eden bir durum olan
pulmoner 6demle sonuglanabilir. Bununla birlikte, tekrarlayan, diisiik seviyeli maruz
kalmanin akciger lzerinde uzun stireli etkilere sahip olduguna dair bir kanit

bulunmamaktadir.

Cok yiiksek maruz kalma seviyelerinde, ksilen karaciger ve bobrekleri yaralayabilir,
ancak sinir sisteminde belirgin etkiler olmaksizin gerceklesmesi son derece
diistiktiir. Genellikle boyle bir hasar geri dondiiriilebilirdir. Diisiik seviyedeki mesleki

maruz kalma, karacigeri ve bobrekleri etkilemez.

Ksilen maruziyetinin insanlardaki kan hiicrelerini etkiledigine dair bir bulgu
yoktur. Diigiik kirmiz1 kan hiicresi sayimlariin (anemi) daha 6nceki raporlari, ksilenin

benzene kontaminasyonundan kaynaklanmis olabilir.

Ksilen buhart ile (spesifik olmayan konsantrasyon) maruz kalan iscilerde, geri

dontisiimlii bulanti, kusma ve mide rahatsizlig1 belirtileri goriilmiistiir.



Ksilen, diger organik ¢oziiciiler gibi derinin dogal koruyucu yaglarini ¢ozebilir. Sik
veya uzun slireli cilt temasi tahrise ve deri iltithabina, kuruluga, pullanmaya ve
catlamaya neden olabilir. Hasar goren cilt kimyasallarin daha fazla emilmesine izin
verebilir. Ksilen siradan giyim esyalarina kolayca niifuz eder ve siradan eldiven ve

botlarda sikigabilir. Giysiye sikisan ksilen yaniklara ve kabarmaya neden olabilir.
Ksilenin insanlarda kanserojenligi agisindan yeterli kanitlar yoktur.

Mevcut bilgiler tireme sistemine etkisini belirlemek igin yetersizdir. Ksilen, maternal
toksisite yoklugunda, hayvanlarda gecikmis ossifikasyon ve davranigsal etkiler gibi
fetotoksik etkiler tiretmistir. Bir kadin tarafindan teneffiis edilen ksilen gelismekte olan

bir fetusa ulasabilir ve anne siitiinii kirletebilir.

Ksilen, BTEX kirleticiler grubunun iiyesidir. BTEX, benzene iligkin bir grup kimyasalin
tamimlanmasi i¢in kullanilan terimdir. Buna ¢esitli bilesikler dahildir, toluen (metil
benzen), etil benzen, ksilenler ve benzen. Bu bilesikler genellikle kolaylikla buharlagan
renksiz tathi kokulu sivilardir. Organik c¢oziiciilerle iyi karisirlar, ancak suya iyi
karismazlar (havaya buharlasmadan Once yiizeye cikabilirler). BTEX bilesikleri, ugucu
organik bilesikler (VOC) olarak bilinen bilesik grubunun bir parcasidir.

BTEX, kimyasallar, kauguk ve plastikler, ¢oziiciler ve boya ve cila tiretiminde

kullanilir.

BTEX'in ¢evreye olan ana kaynaklari, petrol ve kimya endiistrileri ve diger yanma
siiregleridir. Ayrica dogal malzemeler yakildiginda serbest birakilirlar. Iz miktarlar:

sigara dumaninda da bulunur.

BTEX bilesiklerinin 6zellikleri, ¢ogu yayiliminin atmosfere dondiigii anlamina gelir,
ancak bazilar1 (nispeten kisa bir siire i¢inde) topraklara ve tortullara baglanabilir. Diger
hava kirliligi ile reaksiyona girer ve pargalanir, yeryiiziine geri gonderilir veya
fotokimyasal dumanin olusumunda yer alirlar. BTEX'in normal c¢evresel
konsantrasyonlar1 ¢evreye zarar vermez, ancak dokiilmeden kaynaklanan daha yiiksek
konsantrasyonlar sudaki yasam icin orta derece toksiktir. Besin zinciri boyunca énemli
biyolojik birikim ve konsantrasyon olas1 degildir. VOC'ler olarak, BTEX bilesikleri
zemin seviyesinde ozon olusumunda yer alir ve bu da mahsul ve malzemelere zarar
verebilir. BTEX'in kiiresel diizeyde herhangi bir ¢evresel etkiye sahip oldugu

diistiniilmemektedir.



BTEX'e normal ¢evresel konsantrasyonlarda maruz kalinmasi ve hatta kisa siirede daha
yiiksek konsantrasyonlarda olmasi, sagliga dnemli dl¢iide zarar vermeyecektir. Bununla
birlikte, uzun siireli yiiksek konsantrasyonlara maruz kalma (genellikle mesleki
konularda yasanir) toksiktir , karaciger, bobrekler, merkezi sinir sistemi ve gozlere zarar
verir. Yer seviyesinde ozonun inhalasyonu (olusumunda BTEX'indahil olabilecegi)

astim gibi solunum kosullarin1 daha da kétiilestirebilir.

BTEX'in benzen béliimiiniin salinimlari, Birlesik Krallik'ta (Iskocya dahil) Ulusal Hava
Kalitesi Stratejisi araciligiyla kontrol edilir; Yiizey sularmin kirlenmesi ile ilgili
diizenlemeler (SI 1997/2560); Ve Kirlilik, Onleme ve Kontrol (PPC) diizenlemeleri.
BTEX bilesiklerinin emisyonlarin1 kontrol eden Avrupa Direktifleri, su ortamindaki
Kirlilige iliskin olanlar (76/464); Ortam havasi kalitesinin degerlendirilmesi ve yonetimi
(96/62 / EC); Solventlerinkontrolii (99/12 / EC); Tehlikeli atiklar direktifi; Mesleki
ortamlarda etilbenzen i¢in maruz kalma siirlarint belirleme (2000/39 / EC); Is sagligi
ve giivenliginin korunmasi (98/24 / EC); Ve benzen, onerilen Su Cerceve Direktifi igin
"dncelikli madde" olarak listelenmistir. Uluslararasi diizeyde, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) BTEX bilesikleri i¢in giivenli sinirlar belirledi. Uluslararas1 BTEX bilesiklerinin
salimimi, Kuzeydogu Atlantik denizinin deniz gevresini koruyan OSPAR sozlesmesi ile
kontrol edilir; Uzun menzilli sinir asan hava kirliligi konusundaki UNECE sézlesmesi,
ve smir Otesi hareketler ve tehlikeli atiklarin bertaraf edilmesi konusundaki Basel

sozlesmesi.

Ksilen i¢in Cevre Koruma (Hava) Politikas1 2008 (PDF, 307KB) (EPP Air) hedefleri,
24 saatlik bir periyot i¢in 0,25 ppm maksimum konsantrasyon ve 1 yillik donemde

maksimum 0,2 ppm konsantrasyonudur.
Ulusal Cevre Koruma (Hava Zehirleri) Tedari, 24 saatlik bir ortalama 0.25 ppm'de ve
yillik ortalama 0.2ppm olarak, ksilen i¢in bir izleme arastirma seviyesi belirlemektedir.

1.2.Pseudomonas Cinsi Genel Ozellikleri

Domain: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Class:  Gamma proteobacteria

Order: Pseudomonadales



Family: Pseudomonadaceae
Genus:  Pseudomonas
Species: Pseudomonas putida

Diger tiirler, Pseudomonas ovalis , Pseudomonas arvilla , Arthrobacter
siderocapsulatus , Pseudomonas striata , Pseudomonas rugosa , Pseudomonas
incognita , Pseudomonas convexa , Pseudomonas eisenbergii , Bacillus putidus ,

Bacillus fluorescensputidus ve Arthrobacter siderocapsulatus .
1.2.1. Tamimi ve onemi

Pseudomonas putida , oksijenin bulundugu ¢ogu toprak ve su ortaminda bulunan, gubuk
seklindeki, gram negatif bir bakteridir. 25-30 C'de optimum bir sekilde biiyiir ve
kolayca izole edilebilir. Pseudomonas putida , bitki ve bakteriler arasinda karsilikl1 bir
iliski bulunan bitki koklerini kolonize eden bir sus olan KT2440 da dahil olmak {izere
cesitli suslara sahiptir. Kokiin rizosferinin yiizeyi, bakterilerin kok besin maddelerinden
basarili olmasini saglar. Buna karsilik, Pseudomonas putida , bitki gelisimini uyarir ve
bitkileri patojenlerden korur. Pseudomonas putida , bitki gelisimini destekleme
konusunda yardimci oldugundan, arastirmacilar onu biyo-pestisitler gelistirmek ve bitki
saglhigini gelistirmek icin biyomiihendislik arastirmasinda kullanirlar. (Espinosa-Urgel,
2000 ve ark.)

Pseudomonas putida , toliien gibi organik ¢dziicii maddeleri pargalayabilen ve ayrica
stiren yag1 biyolojik olarak parcalanabilir plastik Polyhidroksialkanoatlara (PHA)
doniistiirmek i¢in ¢ok g¢esitli aerobik metabolizmaya sahiptir. Bu, biyolojik olarak
parcalanabilir oldugu diisliniilen polistiren kopiliglin bozunmasina yardimer olur.
Bakterilerin organik kirleticilere kars1 duyduklart giiclii istah nedeniyle, arastirmacilar
Pseudomonas putida'yt bakteri-iyilestirilmis toprak prosesleri aragtirmalari igin
"laboratuarin ¢alisma at6lyesi" olarak kullanmaya baslamislardir (Kowalski, 2002). Bu
bakteriler benzersizdir; ¢iinkii yakit, komdiir, tiitiin ve diger organik maddelerin
yakilmasindan kaynaklanan tehlikeli kimyasallar olan aromatik veya alifatik
hidrokarbonlarin pargalanmasiyla ilgili en genleri vardir. Bioremediasyonda gii¢lii etkisi

nedeniyle Pseudomonas putida genomunun dizilimine biiytik ilgi vardir (Marcus, 2003)

Biyoregradasyona yardimci olmaktan bagka, Pseudomonas putida , Pseudomonas

cinsindeki farkli tiirlerin, 6zellikle de insanlarda 6nde gelen Gliimciil hastaliklardan biri



olan patojen bir bakteri olan Pseudomonas aeruginosa'nin arastirilmasinda ¢ok
yardimeidir. Arastirmacilar, Pseudomonas putida'nin, saprofitik olmasina ragmen,
kusurlu bir CFTR Kkloriir tasiyicisi tarafindan Pseudomonas aeruginosa ile yenileyen
firsat¢1 enfeksiyonlara neden olan kalitsal bir bozukluk olan kistikfibroz iizerine yapilan
arastirmalara yardimci olabilecegini buldu. iki bakteri birbirine ¢ok yakindan iliskilidir
ve benzer sekansli genomlar1 paylagsmaktadir (yaklasik% 85 paylasilmistir), ancak
Pseudomonas putida viriilanlig1 belirleyen genlerden yoksundur. Birgok arastirmaci,
patojen olmayan dogasindan dolayi, Pseudomona sputida'yi, c¢ok yonliligi ve
kullanim1 kolaylig1 nedeniyle arastirmaya ¢ok faydali bulmaktadir (Kowalski, 2002 -
Marcus, 2003).

1.2.2.Genom yapisi

1995 yilinda, Almanya'daki Genomik Arastirmalar Enstitiisiindeki bilim adamlari,
Pseudomonas putida'nin ilk tam genom dizisini ¢6zdii . Otuz mikrobik sus tamamlandi
ve tam siralandi, diger yirmi bes ise sekanslandinldi (Kowalski, 2002). Genom analizi
yoluyla, Pseudomona sputidanin yaklasik 6.2 milyon DNA baz ciftine sahip oldugu
bulunmustur. Pseudomonas putida arasinda F1 tiirii, 5.959.964 niikleotid uzunlugunda
ve % 61 guanin ve sitozin igerigi ve % 39 adenin ve timin igerigi igeriyor. Bir baska
onemli soy ise ,KT2440

6,181,863niikleotiduzunlugundadir.(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=geno

me&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=21068) Pseudomonas putida , ¢evredeki

maddelerin ayristirilmasinda enzim ailesi olan oksidatifrediiktazlarin en az seksen
geninin yer aldigi dairesel bir genom var. Dahasi, genlerin ¢ogunlugu cevredeki
kimyasal sinyalleri saptamak ic¢in olup, toksinlere hizli bir sekilde tepki verebilir
(Marcus, 2003). Bu bakteri ayrica, kirleticilerin bozunmasinda 6nemli bir rol oynayan
sirali TOL ve OCT plazmid gibi bircok onemli plazmite sahiptir (Muller, 1992;
Vandenbergh, 1983) Yine de, tim plazmidler bioremediasyonda yararli degildir.
Bazilar1 Pseudomonas putida igin bir dezavantaj olusturur, ¢ilinkii biiyiime hizin

diistiriir ve R68-45 plazmiti gibi ise yaramaz. (Reanney, 1983)
1.2.3.Hiicrenin yapisi ve metabolizmasi

Pseudomonas putida , aerobik metabolizma kullanan gubuk bigiminde, nonporeform bir

gram-negatif bakteridir. Bu bakteri ayrica motilite i¢in birden ¢ok polar flagella'ya


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=21068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=21068

sahiptir. Flamotin genellikle 2 ila 3 dalga boyundaki bir dalga formuna sahiptir.
Pseudomonas putida , ¢evreye duyarlidir ve kemoatraktanlari algilayarak, flamotin
rotasyon yoniindeki degisiklikleri bastirir. Bu, Pseudomonas putida'nin bakteriyel
hiicrelere besin saglayan bitkilerin tohumlarina dogru ilerlemesine rehberlik etmede ¢ok

yararlidir (O’Connor, 1996)

Pseudomonas putida , protein ve peptid salinimi ve ticareti, protein modifikasyonu ve
onarimi, protein katlama ve stabilizasyonu ve proteinlerin, peptidlerin ve
glikopeptidlerin bozunmasi da dahil olmak iizere proteinlerin ¢esitli kontroliinden
dolay1r c¢evresel stresleri tolere edebilir. (http: // www .gem .re .kr /tigrscripts
/ICMR2/gene_table_section.spl?db=gpp&main_role=Protein+fate&main_role_only=1&
role_order=&nt_choice=tigr). Baz1 onemli proteinler yol genlerini hiicre durumuna
baglayan kiiresel diizenleyici proteinleri igerir. Pseudomonas putida , ¢ok karmasik bir
metabolizma egzersizleri yapiyor; proteinler, alinan sinyalin yani sira, patikadaki
spesifik hizlandiricilart ve regiilatorleri de belirleyen belirli bir yolu kontrol eder. Ve bir
kez sinyaller alindiginda, hiicrenin oksijenin ve besin maddesinin bulunabilirligini
bildirir. Bir diger énemli protein karbon metabolizmasin1 modiile eden sinyal iletim
yolunun bir pargasi olan Crc proteinidir. Ayrica biyofilm liretiminde de islev goriir

(Ruiz-Manzano,2005).

Pseudomonas putida , biyolojik olarak pargalanabilir plastiklerde metabolizma
islevlerine sahiptir. Pseudomonas putida CA-3'teki stiren bozunmasi , iki yolda stireni
indirgemektedir 1) vinil yan zincir oksidasyonu 2) molekiiliin aromatik ¢ekirdegine
saldirmak (O’Connor, 1996). Pseudomonas putida ayrica bakterilerin demir diizeylerini
yiikseltmesine ve aktif aktarim zincirini tesvik etmesine olanak saglayan bir demir
kenetleme bilesigi olan yan siingerlere sahiptir (Boopathi, E., Rao, K.S., 1999).
Pseudomonas putidasuslari, demir kompleksini bakteri hiicresinde bulunan yanasma
hiicrelerine, 6zellikle de pioveridinler olarak nakletmeye yardimci olan dis zar reseptor
proteinlerine sahiptir. Buradan oksijen elektron alici olan metabolik siireclerde demir
kullanilir (Lopez,ve Henkels,1999) . Oksijen iyi bir elektron alicisi olarak islev gortir.
Bununla birlikte, oksijen yan iirlinleri, siliper oksit ve hidrojen peroksit de dahil
bakteriler i¢in toksiktir. Buna karsilik, Pseudomonas putida , hiicrenin yan iiriinlerin

reaktif 6zelliklerinden korunmasi i¢in katalaz tiretir (Miller, 1997)

Buna ek olarak, Pseudomonas putida , fiziksel ve kimyasal streslere cevap vermek igin

bir adaptasyon mekanizmasi olarak gelistirilen 6nemli lipidlere sahiptir. Bakteriler yag
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asidi doygunlugunu, siklopropan yag asitleri olusum derecesini ve cis-trans
izomerlesmesini degistirebilir. Farkli evrelerde hiicre, 6zelliklerini ¢evreye daha iyi
cevap verecek sekilde degistirir. Biiyiimeden duragan faza gecis esnasinda, yag asidi
doyurulmasi ve substrat alimini arttiran daha yiiksek bir zar akigkanlig1 vardir, boylece
hiicre diizenlenir (Hartig, 2005). Ttiim bu 6zellikler, Pseudomonas putida'nin topraktaki
Olimciil toksinlerden kurtuldugunu ve kirlenmis bdolgelerde gelismesine izin verir.
Metabolizmasi, bu bakterilerin zararli organik ¢oziiclileri biyoremediasyon ig¢in ¢ok

onemli olan toksik olmayan bilesikler haline getirmesine izin verir.

Pseudomonas putida'nin sentetik bilesikleri bozma kabiliyetine ek olarak, Entner-
Doudoroff yolu gibi alternatif bir metabolik yol da kullanabilir. Bu yolda Pseudomonas
putida, bozulmus her glikoz molekiilii i¢in bir net ATP tiretmek igin glikoz ve glukonat
gibi yaygin heksozlar1 parcalamaktadir. Bu, klasik glikoliz yolunda bozunan her glikoz

molekiilii i¢in iiretilen iki net ATP'ye zittir.

Entner-Doudoroff yolu glikozu, iki ara madde yoluyla glukonat-6-fosfata doniistiirerek
baslar. Birinci ara madde daha sonra 2-ketoglukonata doniistiiriilen glukonattir. 2-
ketoglukonat daha sonra gliikonat-6-fosfata doniistiiriiliir. Baz1 durumlarda, glukonat-6-
fosfatin dogrudan glukonatin fosforilasyonu yoluyla iiretilebilecegi unutulmamalidir.
Glukonat-6-fosfat, 2-Keto-3-deoksi-glukonat-6-fosfata (KDGP) dondstiriliir. Son
olarak, KDGP, triosefosfat ve piruvata doniistiiriiliir. Ilgingctir, P. putida, enerji {iretmek
icin kullanabilecegi bir¢ok alternatif yola sahiptir ancak bunlar1 kullanmaz ve

cogunlukla yukarida 6zetlenen Entner-Doudoroff yoluna dayanir. (Vicente vd., 1973)
1.2.4. Pseudomonas putida Ekolojisi

Pseudomonas putida , karmasik metabolizmasi ve kirliligi kontrol etme kabiliyeti
nedeniyle ¢evre i¢in onemlidir. Bakteri topluluklarinin kontaminasyona kars1 yliksek
derecede c¢ok yonliiliigii vardir ve bu da hiicredeki TOL plazmitleri tizerindeki belirli
katabolik dizilerle daha da artar (Reanney, ve ark.1983). Plazmidler bile gevresel stresin
algilanmasinda Onemlidir. Cevresel streslerin bazilari, benzinin ana bilesenleri olan
benzen, ksilen ve toluenden kaynaklanir ve su kontaminasyonunun baslica
kaynaklaridir. Pseudomonas putida , bu organik solventlerin hidrokarbonlarini oksidatif
reaksiyonlar vasitasiyla pargalayabilir, bu nedenle biyolojik tedavide en Onemli
mikroplardan biri olarak Pseudomonas putida'y: yerlestirir , Pseudomonas putida ayrica

topraktaki diger organizmalarla etkilesime girer. Risosferdeki Saccharomyces
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cerevisiae ile boyle bir etkilesim, Pseudomonas putida'nin durumu iizerine faydali
etkilere yol acar. Fungi Saccharomyces cerevisiae , gerekli glikozu firettir ve hem
Pseudomonas putida bakterileri igin uygun olan pH degerini korur (Romano, vd.,2005).
Pseudomonas putida ve Saccaromyces cerevisiae'nin karmasik etkilesimi birlikte bitki
sagligin1 diizenler. Dahasi, bakterilerin kendisi bol bitki yasaminin miikemmel bir
koruyucusudur. Piriderin ve pyochelin gibi sideroforlarin iretimi, bitkileri fungal
patojenlerden korur. Karsilikli iligki her iki ortaga da fayda saglar. Pseudomonas putida
, bitki tohumu ve rizosferinde yasayabilirken, bitki de bitki patojenlerinden korunmakta
ve bakterilerden hayati besin maddeleri elde edebilmektedir (Espinosa-Urgel, ve
ark.,2000)

1982'de ABD Ulusal Saglik Enstitiileri Pseudomonas putida'y1 , diger toprakta yasayan
bakterilerden genleri klonlamak i¢in kullanilabilecek bir glivenlik sarmasigi belirledi.
Bazi pseudomonas putida suslari, hiicre zarlarim1 ve insanlar ve bitkilerin duvarlarini
sindiren enzimler de dahil olmak {izere bazi genlerin eksikligi nedeniyle patojen
degildir.

Bununla birlikte, Pseudomonas putida'nin patojen olarak adlandirildigi birkag vaka
tespit edildi. Bir vakada, kronik siniizitli on hastadan Pseudomonas putida alindi.
Bakteriler kulak, burun ve bogazda bulunur. Daha fazla arastirma, Pseudomonas
putida'yr ticari bir sis Onleme iriinii ve StaKleer'de agilmamis stok soliisyonlarinda
buldu. Bu iriinler dogru sterilize edilmedigi i¢in bakterilerle enfekte edildi. Bagka bir
vakada, baliklarin sirtinda iilserasyona neden olan gokkusagi alabaligindaki hastalik

salgininin nedeni Pseudomonas putida idi (Altinok, ve ark, 2006)

Pseudomonas putida saprofitik olmasina ve giivenli bir bakteri sayilmasina ragmen,
diger tiirler, Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas syringae gibi firsatci
patojenlerdir Pseudomonas aeruginosa insan viicudundan bir¢ok farkli yerden izole
edilmistir; Ayn1 zamanda idrar ve solunum yollarin1 da enfekte eder. Bu bakteri,
pnomoni, enterit, vajinit ve mastit ile iliskilidir. Her iki firsat¢1 patojen de toksinleri
serbest birakma ve hiicre membranlarini indirgeme yetenegine ve enzimlere sahiptir, bu

da Pseudomonas putida'nin yetersiz oldugu bir seydir .

Pseudomonas putida , aromatik hidrokarbon stireninden Poli-3-hidroksialkanoatlar
(PHA) iiretme kabiliyetine sahiptir. Biiylik bir ¢evre toksik kirletici olan stiren,

endiistriyel alanlardan yilda milyonlarca kilogramda salinmakta ve insanlarda ve diger
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memelilerde spinal kanal tahrisine, kas gii¢slizliigiine ve narkoza neden oldugu

bilinmektedir. PHA'ya doniistiirme, stiren kirliliginin tedavisini saglar.

PHA toplum i¢in faydali oldugu icin, doku miihendisligi gibi tibbi uygulamalarda,
ayrica antibiyotikler ve vitaminler olarak hizmet vermektedir. PHA ayni1 zamanda ¢evre
dostu, yaga ve yaga dayaniklidir ve uzun raf dmriine sahiptir, bu nedenle plastik kaplar
ve diger atilabilir iirlinler gibi gilinliikk 6gelerde de kullanilir. Stirenden farkli olarak,
PHA topraga veya suya kolayca bulasabilir. Genellikle kullanilan polistiren kdpiik olan
strafor, Pseudomonas putida karmasik metabolizmasi yoluyla biyolojik olarak

pargalanabilir plastik haline dontistiiriilir.

Strafor ilk Once stiren yagina donustiiriiliir ve burada PHA'ya doniistiirmek iizere
Pseudomonas putida'ya getirilir . (Ward,ve ark., 2005). Pseudomonas putida i¢inde,
PHA, asir1 karbon ve enerjiyi depolayan, hiicre i¢i depolamanin vasitasi olarak dengesiz
biiyiime kosullar1 altinda birikir. Bu PHA polimerleri, PHA graniillerinin yiizeyine
baglanan ve substratlar olarak hidroksalkanoik asitlerin koenzim A tioesterlerini

kullanan enzim PHA sintaz ile sentezlenir (Ribera, ve ark., 2001).

Yakin tarihli bir ¢alismada , filogenetik iligkileri belirlemek i¢in Pseudomonas putida
suslart birbirleri ile karsilagtirllmistir. Pseudomonas putida susu KT2440 genomu
tamamen dizildiginden, diger Pseudomonas putida suslariyla karsilastirma igin standart
bir referans gorevi goriir. Dizilenmemis diger suslarla birlikte DSM 6125, DSM 3931,
DSM 291 ve S12'nin transkriptomik ¢alismalari i¢in Pseudomonas putida susu KT2440
tabanl yliksek yogunluklu DNA mikrorarray'lerin faydasini degerlendiren bir arastirma
yapmislardir. Transkriptomik, arastirmacilarin bakterilerin karmagik metabolik ve
hiicresel sistemlerine dikkatli bir bakis acis1 kazanmalarini saglar. Sonug olarak, 6rnegin
DSM 6125 suslarmmin DSM 3931 suslar1 ile tamamen ayni oldugunu ispatlamak gibi
farkli suglar arasinda benzerlikler ortaya ¢ikardi (Ballerstedt, 2007).

Baska bir arastirma caligmasinda , Trinitrotoluene (TNT) yanit olarak suslarin 15181
tiretilip iiretilemeyecegini belirlemek i¢in South Carolina'da Pseudomonas putida susu
RB1500 ve RB1501 susu ( Pseudomonas putida susu KT2440'dan iiretilmistir) ve 1s1k
tiretiminin TNT'nin saptanmasi anlamina gelir. Teknoloji daha sonra topraklarda kara
mayini tespiti i¢in kullanilacaktir. Deney sirasinda bir endise, Pseudomonas putida'nin

ekolojik bir tehlike olusturup olusturmayacagi idi; Ancak, toprak bakterilerinin
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patojenik olmayan 6zelliklerinden dolay: aragtirmacilar, ¢cevreye veya topluma herhangi

bir zarar vermeyecegi konusunda giivence ald1 (TSCA.,2007).

Bir arastirma Pseudomonas putida'nin N-asil homoserinlakton yinelenmesi algilama
diizenlemesinin ~ Lonproteazi  igerdigini  kanitladi.  Pseudomona  sputida'nin
transposonmutant bir bankasinin taranmasi, asil homoserinlaktonlar nispi algilamanin
negatif diizenlenmesinden endise duyan regiilatorleri tanimlamak ic¢in yapildi.
Deneyden sonra, ii¢c Tn5 mutanti tanimlandi. Bir mutant, transpozonu Lonproteaz
geninde bulur ve bu da yanlis katlanmis proteinlerin bozunmasinda énemli bir rol oynar.
Kisacasi, Lonproteazi, agilhomoserinlakton iretiminin negatif bir diizenleyicisidir

(Bertani, ve ark.,2007).

2005 yilinda yapilan bir arastirma makalesinde, Pseudomonas putida'nin olgun olmayan
bebeklerde klinik enfeksiyonlarla iligkili oldugu belirtilmistir. Ozel Bakim
Hemsireligine (SCN) kabul edilen bebekler kateterlerden beslendi. Bu kateterler,
stvilarin viicuda girmesi i¢in yolun agik kalmasi ig¢in heparin yikama prosediiriinii
uyguladi. Bu islem sirasinda, tiip i¢indeki ortam kosullari, Pseudomona sputida 'nin
¢ogalmasina izin verdi. Bakterilerin bu sekilde gogalmasi, bebegin iginde kan dolagimi
enfeksiyonlarina neden oldu. Herpesin antibiyotik etkisi olsa da, Pseudomonas putida
direnclidir ve biiyliyebilmektedir. Bu asceptik tekniklerin dnemini ve steril {iriinlerin

onceden hazirlanmadan ziyade hazirlanmasinin 6nemini gostermektedir. (Perz,2005)
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Sekil 2 . Ksilenin biyolojik yikiminin metabolik yol
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2.MATERYAL VE METOD
2.1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

1-Spektrofotometre (Cecil 5000 Series)
2-Plastik kiivetler

3-Kuvars kiivetler

4-Otoklav

5-Etiiv ( Termal Laboraturvar Aletleri )
6-1000’1ik ve 200°liik mikropipet
7-Mikropipet uglar1 ( Mavi, sar1, Biosphere Fitler Tips)
8-1000 mI’lik, 500 ml’lik ve 250 ml’lik erleler
9-Ksilen

10-Dipotasyum fosfat (dibazik)
11-Diamonyum fosfat

Magnezyum nitrat Hekzahidrat

12-Demir ( IIT ) Kloriir Hekzahidrat
13-Kalsiyum siilfat dihidrat

14-Magnezyum kloriir

15-Kalsiyum klortir

16-Glukoz
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2.2. 1 Litrelik Glukozlu Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismada ilk dnce +4 °C “de inaktif sekilde tutulan Pseudomonas putida NRRL B-13
susunun aktifligini kazanabilmesi i¢in glukozlu besiyeri hazirlandi. Karbon kaynagi

olarak glukoz kullanildi.
1 Litrelik glikozlu besiyeri ortaminin igerdigi maddeler.

Tablo 1. 1 Litrelik glukozlu besiyeri ortami i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Besiyeri icin kullanilan kimyasal maddeler Miktar (1000 ml i¢in)
Glukoz 109

KoHPO, 1.39 g
Mg(NO3),.6H,0 0.097 g
MnSO,4 H,0 0.025 g

FeCl; 6H,0 0.005 g
CaS0,42H,0 0.001 g

Kimyasal maddeler 1 Litrelik erlen igerisinde tizerine 400 ml distile su eklenerek
manyetik karistiricida yarim saat karistirilarak ¢oziinmesi beklendi. Daha sonra son
hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ilave edilerek karisimin tamamen homojen

olmasi i¢in yarim saat daha karistirildi.
Homojen bir besiyeri elde edildikten sonra bagka 1 Litrelik erlen alinarak karigim 500
ml olacak sekilde ikiye ayrildi ve 105 °C ¢ de 15 dakika otoklav edildi.

2.3. Bakteri EKimi (1. Nesil )

Pseudomonas putida NRRL B-13 stok bakteri kiiltiiriinden 3 ml alinarak ekim yapildi.
Besiyerinin kontaminasyonunu engellemek i¢in ¢eker ocak altinda bek alevi yaninda

caligma yapildu.
Ekim yapilan iki besiyeri de galkalamp +35 °C’ de etiive kaldirildi.4 giin siireyle etiivde
bekletilerek bakterilerin tiremeleri saglandi. ( 1. Nesil )

2.4. Bakteri Ekimi ( 2. Nesil )

Ayni sekilde 1 Litrelik glikoz igeren besi yeri hazirlanip otoklav edildikten sonra 1.nesil
bakteri stogundan 5 ml alinarak ¢eker ocak altinda bek alevi yaninda ekim islemi

yapildi.

Ekim yapilan glukoz icerikli besiyeri +35°C * de etiive kaldirild. ( 2. Nesil )
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2.5. Ksilen I¢erikli Besiyerinin Hazirlanmasi

Glukoz hari¢ diger kimyasallarin hepsi 1 Litrelik erlen igerisine konuldu son hacim
1000 ml olacak sekilde distile su eklendi ve manyetik karistiricida homojen hale

gelinceye kadar karistirildi.

Tablo 2. 1 Litrelik ksilenli besiyeri ortami i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Besiyeri i¢cin kullanilan kimyasal maddeler Miktar (1000 ml icin)
Ksilen 4mm
KoHPO, 1.39 g

MnSO,4 H,0O 0.025¢g

FeCl3 6H,0 0.005 g
CaS0O,2H,0 0.001 g

Homojen karisim 250 ml icerige sahip olacak sekilde 4 tane 500 ml’lik erlenler icerisine
esit sekilde ayrilir. Her erlen igerisine 4 mM Ksilen eklenir. 120 °C’de 15 dakika
otoklav edildi.

2.6. Ksilenli Besiyerine Bakteri Ekimi ve Absorbans Ol¢iimii
Otoklav edilen 250 ml’lik ksilen igerikli besiyerine bek alevi yaninda 2.nesil bakteri

kiiltiirtinden 4 ml alinarak ekim yapildi.

Ekim yapildiktan sonra deneye baslanilan ilk andan ( 0.zaman) ‘da dahil olmak {izere,
kiivetlere 2 ml 6rnek konularak 600 nm’de her 4 saatte bir bakteri sayisindaki artis
gormek icin spektrofotometrede Ol¢lim yapildi. Her Ol¢iimde igerisinde distile su
bulunan plastik kiivet kor olarak kullanildi ve spektrofotometre de ikinci bdlmeye
kondu. Kor ile 600 nm’ de absorbans degerini sifirlayarak bolmeden ¢ikarilip aym

bolmeye i¢inde 6rnek bulunan kiivet konuldu ve 600 nm’de degeri 6l¢iildii.
2.7.7 mM Ksilen 60 mI’lik Stok Hazirlama

51 pl ksilen alind1 60 ml distile su ile tamamlandi.
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2.7.1. Standart egri

I mM ‘dan 7 mM’a 0,5 mM deger artarak 13 deger i¢in stoktan ve distile sudan

alinacak miktarlar i¢in hesaplama yapildi.

Kuvars kiivetlerde 260 nm’ de o6lgiim yapildi. Her 6l¢iim kor ile sifirlanip degerler

alindu.
2.8. Ksilen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm ‘de Ol¢iimii

Ksilen ugucu madde oldugu i¢in 4 mM miktar1 8 mM ° a ¢ikarildi.

Kuvars kiivet igerisinde kor olarak kullanilan distile su ile spektrofotometrede
absorbans degeri sifirlandi. Onceden otoklavlanan 250 ml “ lik 8 mM ksilen igeren

besiyeri ekim yapilmadan kuvars kiivete konularak 260 nm’ de absorbans1 6l¢iildii.

Daha sonra ksilen igeren bakteri kiiltiirinden 4 ml 6rnek alinarak bek alevi yaninda
ekim yapildi. 35 °C ¢ de etiive kaldirildi. 4 saatte bir spektrofotometre de kor ile ilk 6nce

sifirlanan absorbanslar alindi.
2.9. Ksilen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 30°C ¢ de 600 nm’ de Ol¢iimii

250 ml ‘lik otoklavlanan besiyerine 4 ml ksilenli bakteri kiiltlirliinden kontaminasyonu
engellemek icin bek alevi yanminda ekim yapildi. Yapilan ekim 30 °C ¢ de etiive

kaldirildi. 4 saatte bir spektrofotometre de kor ile ilk 6nce sifirlanan absorbanslar alindi.

2.10. MgCl; iceren ve MgCI, Icermeyen Ksilen Iceren Besiyerinin 260 nm’ de

Absorbans Olciimii

500 mI’lik 2 M MgCI; ¢ozeltisi hazirlandi. Buna gore 95,3 gram MgCl, hassas terazide
tartildi , 300 ml distile su eklenerek miknatish karistirici da karistirildi. Son hacim 500
ml olacak sekilde distile su eklendi ve homojen karistm meydana gelecek sekilde
karistirtlmaya devam edildi. 500 ml MgClI; ¢ozeltisi 500 ml ‘lik 2 erlene 250 ml olacak
sekilde ikiye ayrildi. 110 °C’de 15 dakika otoklav edildi.

8 mM ksilenli besiyeri hazirlandi. 2 tane 500 ml’lik erlen igerisine 250 ml olacak
sekilde paylastirildi. Her iki erlene de 214 ml ksilen eklendi ve 120°C’de 15 dakika

otoklav edildi. Otoklavnanan erlenlerden birinin igerisine 6nceden otoklavlanmis 2
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M’lik 5 ml MgCl; eklendi. Diger erlene eklenmedi. Daha sonra her iki erlene de ksilenli
kiiltiirden drnek alip bek alevi yaninda 4 ml ekim yapildi. 35°C’de etiive kaldirildi.

260 nm ° de kor ile sifirlanan absorbans MgClI; igeren kiiltirden 6rnek alip 6l¢liim

yapildi. Ayni sekilde MgCl, icermeyen kiiltiirden de 6rnek alinip 6lgiim yapildi.

2.11. CaCl, iceren ve CaCl, icermeyen Ksilen iceren Besiyerinin 600 nm’ de

Absorbans Olciimii

250 mI’lik 2 M CaCl; ¢ozeltisi hazirlandi. Buna gore 55,49 gram CaCl; hassas terazide
tartildi. Son hacim 250 ml olacak sekilde distile su eklendi ve homojen karisim
meydana gelecek sekilde karistirilmaya devam edildi. 110 °C’de 15 dakika otoklav
edildi.

8 mM ksilen igeren besiyeri hazirlandi. 2 tane 500 ml’lik erlen igerisine 250 ml olacak
sekilde paylastirildi. Her iki erlene de 214 mik.1 ksilen eklendi ve 120°C’de 15 dakika
otoklav edildi. Otoklavnanan erlenlerden birinin igerisine Onceden otoklavlanmig 2 M
5 ml CaCl, eklendi. Diger erlene eklenmedi. Daha sonra her iki erlene de toluenli

kiiltiirden 6rnek alip bek alevi yaninda 4 ml ekim yapildi. 35°C’de etiive kaldirildi.

260 nm ° de kor ile sifirlanan absorbans CaCl, igeren Kkiiltiirden Ornek alip Ol¢im

yapildi. Ayni sekilde CaCl; icermeyen kiiltiirden de 6rnek alinip 6l¢iim yapildi.
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3. BULGULAR

Tablo 3. 4mM’ lik Ksilen Igerikli Bakteri Kiiltiiriinin 600 nm ‘deki Absorbans

Degerleri
Zaman ( saat) Absorbans (600 nm)
0 0,026
4 0,027
8 0,030
12 0,033
16 0,032
24 0,033
28 0,032
32 0,036
36 0,035
40 0,036
44 0,039
48 0,043
52 0,048
56 0,054
60 0,051
64 0,055
68 0,056
72 0,055
76 0,053
80 0,055
84 0,054
88 0,055
92 0,055
96 0,056
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Absorbans (600 nm)

0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

Absorbans (600 nm)

0,01

0 20 40 60 80 100 120

Zaman (Saat)

Sekil 3. 4 mM ‘lik Ksilen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm ‘deki Absorbans
Degerleri ile Zamana Bagli Gelisim Basamaklar1

3.1.Farkh Ksilen Konsantrasyonlarinin Absorbans Olgiimleri

Tablo 4. 260 nm’de farkli ksilen konsantrasyonlarinin absorbans 6lgiimleri

Molarite (mM) Absorbans (260 nm)
1 0,084
15 0,090
2 0,123
2,5 0,165
3 0,203
3,5 0,236
4 0,306
4,5 0,317
5 0,321
95,9 0,330
6 0,380
6,5 0,429
7 0,474
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Absorbans (260 nm)

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

Absorbans (260 nm)

0,1
0,05

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Molarite (mM)

Sekil 4. Farkli ksilen konsantrasyonlarinin 260 nm’ deki absorbans dl¢timleri standart
egrisi
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Tablo 5. 8 mm’lik Ksilen igerikli bakteri kiiltiiriiniin 260 nm’deki absorbans degerleri

Zaman (Saat) Absorbans (260 nm)
0 0,485
4 0,492
8 0,497
12 0,483
16 0,447

24 0,368
28 0,241
32 0,223
36 0,177
40 0,140
44 0,137
48 0,120
52 0,046
56 0,024
60 0,017
64 0,028
68 0,016
72 0,006
76 0,005
80 0,013
84 0,003
88 0,003
92 0,004
96 0,004

Absorbans (260 nm)

Absorbans (260 nm)
© © © o o ©
= N w H (9] [e)]

o

0 20 40 60 80 100 120

Zaman (Saat)

Sekil 5. 8 mM’ ik Ksilen igerikli bakteri kiiltiirliniin 260 nm’ deki absorbans degerleri
ile zamana bagli gelisim basamaklar1
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Tablo 6. 8 mM Ksilen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm 30 °C ‘deki

Absorbans Degerleri
Zaman (Saat) Absorbans (600 nm)
24 0,046
48 0,035
72 0,029
96 0,041
0,05
0,045 0,84Q
0,04 001
’g 0,035 0,085 ——
S 0,03
L
@ 0,025
S 0,02
2
£ 0,015
0,01
0,005
0
24 48 72 96
Zaman (Saat)

Sekil 6. 8 mM Ksilen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm 30 °C ‘deki
Absorbans Degerleri ile Zaman Bagli Degisim Degerleri
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Tablo 7. 8 mM ° lik Ksilen igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm © deki 2 M’lik
MgCl; igeren ve MgCl, icermeyen Absorbans Degerleri

Absorbans (260 nm
Zaman (Saat) MaCl, (+) ( I\)/IgCIz )
24 0,103 0,127
28 0,117 0,121
32 0,098 0,137
36 0,085 0,107
40 0,088 0,120
44 0,092 0,135

Grafik Baslig

0,16
0,137 0,135
0,14 0,127
8133 012

__ 0,12 0,107
g 0,103 0,098 009h
8 0;1 0,085 0,088 ’
o
v 0,08
C
©
Q0
5 0,06
%]
2

0,04

0,02

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman (Saat)
—@— Absorbans (260 nm) Absorbans (260 nm)

Sekil 7. 8 mM * lik Ksilen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm * deki 2 M’lik
MgClI; iceren ve MQCI, icermeyen Absorbans Degerleri ile Degisim Basamaklari
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Tablo 8. 8 mM ° lik Ksilen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm * deki 2 M’lik

CaClyiceren ve CaCl, igcermeyen Absorbans Degerleri

Zaman (Saat) Absorbans (260 nm)
CaCl;, (+) CaCl;(-)
24 0,917 0,042
28 0,925 0,043
32 0,952 0,021
36 0,930 0,028
40 0,985 0,037
44 0,987 0,043
48 0,997 0,050
52 1,007 0,059
56 1,098 0,059
60 1,093 0,055

1,2

0,8

0,6

Absorbans (260 nm)

Grafik Bashgl

.—o/’\o/'_‘_._/—‘

10 20 30 40 50 60 70
Zaman (Saat)
—@— Absorbans ( 260 nm ) Absorbans (260 nm )

Sekil 8. 8 mM ° Iik Ksilen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm “ deki 2 M’lik
CaClyigeren ve CaCl, igermeyen Absorbans Degerleri ile Degisim Basamaklari
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TARTISMA VE SONUC

Pseudomonas putida NRRL B-13 suslari aktif duruma getirilerek glukozlu besi

ortaminda iki nesil gelisim saglandi.

250 ml’lik besi ortamina 4Mm Ksilen eklendi ve besi yerleri otoklav edildi. Otoklav
edilen besi ortamina (250 ml) 4 ml 2. Nesil bakteri ekimi yapildi. Besi ortamindan ilk
andan itibaren 2 ml Ornek alinarak 600 nm dalga boyunda her 4 saatte bir
spektrofotometrede bakteri Ol¢lim yapildi, elde edilen bulgularda da goriildigi gibi
ortama karbon kaynagi olarak besi yerine sadece ksilen verilince Pseudomonas putida
NRRL B-13 susu ksileni pargalarken ortamda iiremeleri i¢in enerji alacagi baska
madde olmadigindan ilk 6nce bakteri iremesi olmadi duragan faz seyir etti ( Lag Faz1
). Bu fazda hiicreler yeni besi ortamina veya diger kosullara adapte olurlar ve iiremeleri
icin gerekli yeni bilesenler , enzimler sentezlenir. Ksilen yavas yavas parcalanmaya
basladiktan sonra bakteriler enerji alip liremeye basladiklart igin  bakteri sayisi
logaritmik olarak artmaya bagladi ( Log Fazi ). Besiyerinde ki ksilen siirekli
parcalanarak zamanla miktar1 azalmaya baslad1 ve bakterilerin toksik maddeleri ile besi
ortamimin PH’1 degismeye basladigi icin bakterilerde lireme durumu yavasladi
duraklama fazina gegildi ( Duragan Faz ). Karbon kaynagi olarak kullanilan ksilen
Pseuodomonas putida tarafindan pargalandik¢a ortamda miktar1 zamanla azaldi. Ksileni
karbon kaynag olarak kullanan bakteriler ne kadar ¢ok ksileni pargalarlarsa o kadar ¢ok
enerji elde ederler ve o oranda ireyerek sayilarinin artmasi gozlemlenir. Bakteri

sayisinin artmasi ile absorbanslari da o oranda artma gosterdi ( Tablo 3)

I mM ° dan 7 mM ‘a kadar 0,5 mM deger arttirilarak 260 nM de ksilen
konsantrasyonlar1 absorbans dl¢iimleri yapildi. Absorbans degerlerinin kademeli olarak

arttig1 gorildii. (Tablo 4)

8 mM Ksilen igerikli bakteri kiiltiir ortaminda 260 nm’de , 96 saatlik zaman siirecinde
4 saatte bir ksilen absorbans degerlerine bakildi. Ksilen absorbans degerleri kademeli
olarak azaldi. Bu da Pseudomonas putida bakterilerinin ksileni kullandigini net bir

sekilde gostermis oldu. ( Tablo 5)

8 mM Ksilen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm 30 °C ‘deki absorbans degerleri ile
zaman bagli degisim degerlerine bakildiginda sicakligin diigmesinin bakteri tiremesini
olumsuz etkiledigi goriildii. Optimal sicaklik, hiicre i¢inde enzimlerin aktivitesi i¢in de

genellikle, uygun kabul edilir. Sicaklik arttik¢a veya azaldikca, enzim aktivitesinde de
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degisiklik olusacagindan, metabolizma iizerine olumsuz yonde etkiler. Pseuodomonas
putida NRRL B-13 susunun en iyi gelisme gosterdigi sicaklik degeri 35 °C ‘dir. Bu
nedenle 30 °C * de yapilan deneyde iiremelerinde artma gdstermemistir. Ortamdaki
karbon kaynagi ksilendir. Ksilen par¢alanmadan enerji elde edilemez ve lireme
saglanamaz. Pseudomonas putida’ daki ksileni yikan enzimler optimal sicaklik
degerinin biraz altinda fazla aktif duruma ge¢medikleri i¢in ksilen pargalanmasi ve
enerji eldesi az olmustur. Dolayisiyla ortamdaki bakteri sayisinda da artis

gbzlemlenmedi .( Tablo 6)

Bazi enzimlerin aktif hale gelmeleri ic¢in protein yapisinda bulunmayan metal
iyonlarindan olusan ve kofaktor adi verilen yan gruplara ihitiya¢ duyulur. Kalsiyum,
magnezyum, potasyum, c¢inko gibi mineraller kofaktdor olarak bazi enzimlerin
aktiviteleri i¢in sarttir. Bu ¢alismada ksilenin parcalanmasinin arttirilmasinin
gozlemlenmesinde kofaktor olarak MgCI, ve CaCl, kullanildi. 8 mM ° lik Ksilen
Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm ¢ deki 2 M’lik MgCI, igeren ve MgCl,
icermeyen Absorbans degerlerine bakildiginda , MgCl, iceren ortamda absorbansin
daha hizli azalmas1 MgCly iin ksilen yikiminda etkili oldugunu goéstermektedir. CaCl,
din ise ksilen yikimi iizerinde etkisi olmadigi goriilmektedir. CaCl; igeren  ortamda

absorbansi CaCl;  lin arttirdig1 diistinilmektedir. .( Tablo 7 ve 8)

Pseudomonas putida toluen ve ksilen gibi toksik hidrokarbon gruplarina kars1 toleransa
sahiptir. (Ramons ve ark., 2002). Ksileni metabolize ederek (pargalayarak), zararsiz
tirtinlere (CO2, su, enerji) doniistiirme kabiliyetindedir. (UK and Taeus Biotech Ltd, s.
285, 2003). P. putida, aym1 degradasyon oOzelligini gosteren P. aeroginosa gibi

patojen bazi diger Pseudomonas tiirlerinden daha giivenli oldugundan tercih edilir.
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QOdiiller, Tesvikler ve Uyelikler

Belge Tiirii Verilis Veren | Belge | Isleyenin
Tarihi Nedeni | Makam | Sayisi Adh

Aylikla ORTAOGR. MUAMMER
29/11/1999 sdillendirme Caliskanhk GEN MU 117901 TOKAT
i} - TURHAN
25/08/2006 1 SoRKUM - ckanik . LM 279 SARIOGLU  islem bitti
Belgesi MUD. :
(VHKD)
31/08/2015 BE'SZE'E'; Caliskanlk  VALILIK 143 FATIH KILIC  Islem bitti
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Ustiin Basgan . AYFER - -
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Danigmanligimda ;
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