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Cagdas yasamin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kirlilik , glinlimiizde iizerinde en ¢ok

durulan ancak , en az ¢6ziim getirilebilen konulardan biridir .

Gegtigimiz ylizyilin son yarisindan itibaren gelisen teknolojiyi arkasina alarak biiyliyen
sanayi ve endiistriyel atilimlar , daha fazla enerji talebini beraberinde getirince petrol

gibi dogal enerji kaynaklariin tiiketimi katlanilarak artmistir.

Kirletici 6zelliklerinden dolay1 biyolojik dengeyi onemli 6l¢iide etkileyen , petrol
hidrokarbonlarindan ¢evrenin temizlenmesi , ¢evre ve uygulamali mikrobiyoloji

acisindan oldukga 6nemlidir.

Toluen gibi organik kirleticiler ¢evrede uzun siire kalarak ¢evre giivenligini ve ¢evre
sagligini tehdit ediyor. Toluen ham petrolden benzin ve diger yakitlarin ayristirilmasi
sirasinda ortaya ¢ikar. Su ve karasal ekosistemlerde risk olusturan organik kirleticilerin
mikroorganizmalar yoluyla biyodegredasyon ve biyoremediasyon calismalari , son
yillarda 6nem kazanmis bir islemdir. Pseudomonas bakteri tiirlerinin toluen ve ksilen

gibi toksik hidrokarbon gruplarina kars1 toleransa sahip oldugu goriilmiistiir .
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Bu calisma , 6nemli ¢evre Kirleticisi olarak bilinen , aromatik hidrokarbonlardan biri
olan toluenin , Pseudomonas putida NRRL B-13 susu tarafindan biyolojik yikiminin

belirlenmesi amaciyla planlanmistir.

Bu ¢aligma kapsaminda , Pseuodomonas putida NRRL B-13 susu once glukoz igerikli
stvi besiyerinde iretildi ve spektrofotometrede oOlglimler yapilarak biiylime egrisi
olusturuldu. Uretilen bakteriler toluen icerikli besiyerine ekildi ve zamana bagl toluen
miktarinda azalma ve buna bagh olarak bakteri miktarinda ki artis 6l¢iildii. Daha sonra
bakterilerin optimum sicaklik degeri azaltilarak iiremelerinin degismedigi ol¢iildii. Daha
sonra MgCl; iceren ve MgCl;, igermeyen sivi besiyerine bakteri ekimi yapilarak, MgCI,
iceren besiyerinde toluenin pargcalanma hizinin artmasi sonucu Magnezyumun tepkime
de kofaktor olarak gorev alarak yikimui arttirtign goriildii. CaCl, igeren ve CaCl;
igermeyen sivi besiyerlerinde Pseudomonas putida’nin toluenin biyolojik pargalamasina

etki etmedigi belirlenmis oldu.

Anahtar Kelimeler :Pseudomonas sp.,toluen.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF TOLUEN BiODEGRADATION BY PSEUDOMONAS
PUTIDA NRRL B-13 STRAIN

Siimeyya TATLI
Master of Science Thesis
Cumbhuriyet University Graduate School of Natural Sciences
Department of Biology
Supervisor: Doc. Dr. Musa SARI
2019; xv + 34 pages

Pollution, which occurs as a result of contemporary life, is one of the most focused but

least solvable issues today.

Since the last half of the century, the growing industry and industrial breakthroughs
behind the developing technology have increased using the consumption of natural

energy sources such as petroleum as they bring with them more energy demand.

Cleaning the environment from petroleum hydrocarbons, which significantly affects the
biological balance due to its pollutant properties, is very important in terms of

environment and applied microbiology.

Organic pollutants such as toluene remain in the environment for a long time,
threatening environmental safety and environmental health. Toluene occurs during the
decomposition of gasoline and from other fuels oil. Biodegradation and bioremediation
studies of organic pollutants that pose risks in aquatic and terrestrial ecosystems through
microorganisms have gained importance in recent years. Pseudomonas bacterial species
have been found to have a tolerance to toxic hydrocarbon groups such as toluene and

xylene.
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This study was planned to determine the degradation of toluene, one of the aromatic
hydrocarbons known as an important environmental pollutant, by the Pseudomonas
putida NRRLI B-13 strain.

Within the scope of this study, Pseudomonas putida NRRL B-13 strain was first
produced in liquid media with glucose content and growth curve was created by

measuring spectrophotometrically.

The bacteria produced were cultured in toluene-containing media and the decrease in
the amount of toluene due to time and the increase in the amount of bacteria were
measured. Then it was seen that the bacteria did not change their reproduction by
decreasing the optimum temperature value. By then the cultivation of bacteria liquid
medium with and without magnesium chloride were performed. It was seen that toluen
degradation rate was increased in magnesium chloride containing medium. Magnesium
acts as a cofactor in the reaction that increasing the degradation of toluen. It was
determined that calcium chloride did not affect the biological breakdown of toluene in

liquid media.

Key Words: Pseodomonas sp., toulen
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1.GIRIS

Kirlenen diinyamizda g¢evre sorunlart biiyiik 6neme sahiptir. Cevre problemleri, dogal
kaynaklarin asiri, yanlis ve sagliksiz kullanilarak tahribi sonucu meydana gelmektedir.
Cevredeki fiziksel kirlenme ve bozulma hava, su ve toprak kirlenmesi olarak
siiflandirilabilirse de bunlar ¢ok c¢abuk birbirine doniisebilirler. Ciinkii ekolojik
dengenin bir parcasindaki bozulma biitiin sistemin yapisini olumsuz yonde
etkilemektedir. (Anonim, 1997).Cevre kirliligine yol agan faktorler arasinda, sanayi
sektoriinde kullanilan arsenik, civa, kadmiyum, kursun ve ¢inko gibi metallerin, organik
¢oziiclilerin (toluen, ksilen, benzen, kloroform, aseton v.b.), yag, mum, siilfitler,
klortirler, merkaptanlar, fenolik bilesikler ve krezilat gibi bilesiklerin bilingsizce
cevreye atildigimi belirtmektedir (Akman ve ark. 2000).20. yiizyilin basindan itibaren
modern tarima geg¢ilmesi ve sanayilesmenin hizlanmasi ile birlikte hizla artan diinya
niifusunun olusturdugu etkiyle dogal kaynaklar, ekosistemler biiylik Olgiide tahrip
edilmis, kirletilmis ve bunlarin sonucunda toprak kirliligi de bir ¢evre sorunu olarak
karsimiza c¢ikmaya baslamistir.Daha Onceki asirlarda kullanilan giic ve enerji
kaynaklarinin yetersiz olmasi, niifusun ve endiistrilesmenin heniiz gelismemesi
sebebiyle diger ¢evre faktorlerinde oldugu gibi topraklarda da herhangi bir kirlenme s6z
konusu degildi. Bu etkenlerin hizla gelismesine paralel olarak toprak kirliligi de
artmaya baslamistir. Toprak kirliligi: Topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yapisinin

insan aktiviteleri sonucu bozulmasi olarak tanimlanabilir.

Teknolojinin gelismesiyle hizla biliyliyen sanayi ve endiistri ¢alismalar1 daha fazla enerji
gereksinimini dogurmustur. Bu artan enerji talebi petrol ve petrol {irlinlerinin
kullaniminm1 arttirarak, petroliin ¢ikarilmasini, islenmesini ve nakliyesini giindeme
getirmistir. Bu faaliyetler sirasinda ortaya ¢ikan kazalar, sizintilar, dikkatsizlikler biiyiik
bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Sizintilar topraga oradan da yeralti suyuna karigsarak
kirlilik ve tehlike olusturuyor. Ayni tehlike deniz ve okyanus yasami i¢in de s6z konusu.
Genel olarak; petrol ve petrol iiriinlerinin (PPU) igerdigi yikimi zor, kompleks bilesikler
ve agir metaller, meydana gelen tanker kazalarinin ve boru sizintilarinin gerceklestigi
alanlarda toprak kaynaginin arzu edilen amaca (tarimsal, endiistriyel ve rekreasyonel)
hizmet edemeyecek sekilde fiziksel, kimyasal ve biyolojik 0zellikler agisindan

bozulmasina neden olmaktadir (Rhykerd vd. 1998).



Petrol ve petrol {iriinlerinin canlilar tizerindeki etkisi; petrol deniz kuslarinin kanatlarina
yapisarak ugamamasina, baliklarin solungaclarina yapisarak solunumu engellemesine ve
canlilarin biinyesine girmesiyle onlar1 zehirleyici etkilere neden olur, hatta bu canlilar

avladigimizda petrol ve tiirevleri bize kadar ulasabilir.

Toprak mikroorganizmalari kitasal ekosistemlerin bir¢ok anahtar role sahip dnemli bir
bilesenidir. En 6nemli gorevlerini bitkisel ve hayvansal artiklarin ayristirilarak toprak
organik maddesinin desteklenmesi, toprak profili boyunca striiktiirel yapinin olusumu,
atmosferikazot fiksasyonu ve bitkilerle simbiyotik iliskilerin olusumu seklinde
siralayabilecegimiz toprak mikroorganizmalari, sahip olduklar1 bu o6zelliklerle besin
dongiisiiniin ve toprak verimliliginin siirekliligi ag¢isindan gerekli olan kosullari
saglarlar.Ayrica topragin biyolojik Ozellikleri antropojenik aktivitelerin (tarimsal,
endustriyel vs.), topraktaki etkilerinin izlenmesinde uzun zamanda degisimler gdosteren

fiziksel ve kimyasal 6zelliklere kiyasla daha hizl1 ve net tepkiler verirler.

Toprakta PPU (petrol ve petrol iiriinleri) kirliliginin topragin fiziksel ve kimyasal
tabiatina aykirt olmayan biyolojik yontemler ile giderilmesi (biyoremidasyon) son

zamanlarda toprak ekolojik ¢aligmalarinda giderek ilgi toplayan bir ¢aligma disiplinidir.

Biyoremidasyonun temel prensibi kisaca “bir ¢evredeki kirletici unsuru, karbondioksit
ve su gibi zararsiz pargalanma {irlinlerine  doniistirme  yetenegindeki
mikroorganizmalar1  tesvik  ederek  ortadan  kaldirmak”  seklinde  ifade
edilebilir.Biyoremidasyon, katabolik fonksiyonlara sahip mikroorganizmalarin hiicre
kiitlesine kodlanarak, gelistirilen katabolik mikroorganizmalarin topraga asilanmasi ve
kimyasal bilesiklerin 6zellikle bu mikroorganizmalar tarafindan zararsiz biyolojik
artiklara doniistiiriilmesi seklinde tanimlanabilir (Atlas, 1978).Biyolojik iyilestirme
cevre Kkirliligini gidermede dogadaki dogal siireclerin  siirdiiriilebilirligini
saglar.Aromatik hidrokarbonlu bilesikler, mikroorganizmalar tarafindan enerji ve besin

kaynag1 olarak kullanilarak kolayca parcalanir ve karbondioksit ve suya doniistiiriliir.

Biyodegredasyonda biyolojik olarak parcalanabilen bilesikler, mikroorganizmanin
hiicre dis1 enzimlerine baglanip hiicre membranindan gecerek, hiicre icerisine
tasinmaktadir. Hiicre icerisinde bir seri doniisim reaksiyonlar1 ile daha kiiclik ara
tirtinlere parcalanma gercgeklesir. Bu reaksiyonlar esnasinda enerji acgiga c¢ikmaktadir.
Aciga ¢ikan enerji hiicrelerin ¢ogalmasinda, onarilmasinda, bilesiklerin hiicreye

tasinmasinda ve hareket etmesinde kullanilmaktadir.



Biyolojik iyilestirme yontemlerinin diger yontemlere gore bir¢ok avantaji vardir.
Masrafsiz olmasi1 yani maliyetin diisiik olmasi, kullanim kolaylig1, organik kirleticilerin
tamamen parcalanmasi, ¢evre dostu bir yontem olusu ve yan etkilerinin olmayis1 en

Onemlileri arasinda sayilabilir.

Bir ¢evre kirleticisini ortamdan uzaklastirmak i¢in bakteri, fungus (mantar), alg ve bitki
gibi organizmalarin kullanilmasina biyolojik iyilestirme, bu organizmalarin g¢esitli

zararl kimyasal bilesikleri parcalayip mineralize etmesine ise biyolojik yikim diyoruz.

Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan yiizey aktif maddeleri ve enzimler bu islemin
gerceklesmesine yardimec1 oluyor.Pargalanmay1 gerceklestiren mikroorganizmalar
genelde oksijen, 151k ve suya ihtiya¢ duyar, ancak bir¢ok mikroorganizma bu islemi
oksijen olmadan da yapmay1 basarir. Dogal bir islem oldugu i¢in zamana ihtiya¢ vardir.
Bu islemi yapan mikroorganizmalar, dogal yasam alanlarinda her durumda hazir

bulunur.

Su ve karasal ekosistemler de risk olusturan organik kirleticilerin mikroorganizmalar
yoluyla biyodegradasyon ve biyoremediasyon calismalar1 son yillarda 6nem kazanmig
bir islemdir.Bu alanda kullanilan mikroorganizmalar 6zellikle Pseudomonas spp.’lerin
yardimi ile hem ¢evrede sorun olusturan kirletici ajanlar ortadan kaldirilarak g¢evri
kirliligi azaltilmasi hem de biyoteknolojik acidan Onemli olan ve ¢ok degisik
endiistrilerde insanlara hizmet eden metabolitlerin eldesinin biyoteknoloji alanindaki
aragtirmalara yeni bir boyut getirilecegi disiiniilmektedir. (Jamir ,Y.,). Pseudomonas
cinsi lyeleri, iireme ve c¢ogalmak i¢in farkli karbon kaynaklar1 kullanarak ikincil
metabolitler (ekzopolisakkarit, piyosiyanin ve ramnolipid) sentezlemektedirler. Toprakta
yaygin olarak bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin, Ozellikle g¢evre kirliligi
bakimindan ciddi risk olusturan kirletici faktorleri onemli oranda degradasyon kabiliyeti
gostererek topragin dogal yolla temizlenmesinde rol oynamasi sebebiyle ¢evre
biyoteknolojisine yonelik ¢alismalarda tercih edilmektedir.Pseudomonaslar ilk kez
Gessard tarafindan 1882°’de tanimlanmustir. En yiiksek organik ¢oézgen toleransim
Pseudomonas tiirleri gosterir. Arastirmalar Pseudomonas putida’nin her ¢esit aromatik
ve alifatik hidrokarbonlar1 pargalayabildigini gostermistir. Toprak kokenli Pseudomonas
tiri bazi bakteriler (P. putida) ham petrolin baz1 fraksiyonlarin1 pargalama

yetenegindedir (Kapley vd., 1999; Ojumu vd., 2005; Peressuttia vd., 2003; Rahman vd.,



2002a; Okmen ve Algur, 2000; Johnson vd., 1996; Komukai-Nakamura vd., 1996;
Kiyohara vd., 1992; Jack vd., 1985; Fall vd., 1979).

1900’li yillarin ortalarina dogru kesfedilmistir.1995 yilinda, Almanya'daki Genomik
Arastirmalar Enstitiisiindeki bilim adamlari, Pseudomonas putida'nin ilk tam genom
dizisini ¢ozdii. Genom analizi yoluyla, Pseudomonas putida'nin yaklagik 6.2 milyon
DNA baz ciftine sahip oldugu kesfedildi. Dahasi, genlerin c¢ogunlugu cevredeki
kimyasal sinyalleri saptamak igin olup, toksinlere hizli bir sekilde tepki verebilir.Bu
bakteri ayrica, kirleticilerin bozunmasinda 6nemli bir rol oynayan sirali TOL ve OCT
plasmid gibi bircok ©nemli plazmite sahiptir. Pseudomonas putida, karmagsik

metabolizmasi ve kirliligi kontrol etme kabiliyeti nedeniyle ¢evre i¢in dnemlidir.

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesine ait olup, gram negatif , diiz ya da
kivrik gomak seklinde , boylar1 1,5-5,0 um arasinda degisen, genislikleri 0,5-1,0 um
arasindadir ve bir ya da ¢ok sayida polar flagellast olan bakterilerden
olusur.Fotosentetik pigmentleri yoktur, katalaz ve oksidaz pozitif, indol ve metilred
negatiftir.Non-fermentatif ~ 6zelliktedirler ve bazilar1 karbonhidratlar1  (glikoz,
riboz,glukonat gibi) oksidatif metabolizmada kullanirlar.Bu organizmalar zorunlu aerob
olarak tanimlansa da bazi durumlarda nitrati alternatif elektron alicisi olarak kullanarak
aerob gelisim gosterirler ve diisiik molekiiler agirliktaki organik bilesikleri yikmalari
nedeniyle diger aerobik bakterilerden ayrilirlar.Pseudomonas’lar minimal nutrientlere
ihtiyac duyar.

Birgok Pseudomonas tiirii amonyum tuzlarinin ve tek bir karbon kaynagmin bulundugu
ortamlarda gelisebilirler. Sadece birkag tiir organik gelisim faktorlerine ihtiya¢ duyar.
Kemoorganotrofiktirler, fakat baz tiirleri ototrofik sartlar altinda da gelisebilir. Hig bir
tirti fermentatif ve fotosentetik degildir. Birgok organik bilesikPseudomonas tiirleri
tarafindan mineralize edilebilir. Bu bakteriler, bu bilesikleri karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanirlar. Buna bagl olarak Pseudomonas tiirleri, biyoremediasyonunda
(mikroorganizmalarin, fungi ya da yesil bitkilerin ya da onlarin enzimlerinin gevredeki
kontaminantlardan arindirilmasi, orijinal haline geri getirilmesi) kullanim potansiyeline
sahiptir.Baz1 tiirleri 4°C’de gelisebilir, ancak c¢ogu 30-37 °C aras1 optimal gelisim
sicakligina sahip mezofilik bakterilerdir. Notral ph ¢ da gelisirler.Baz tiirleri H, ve
COgy’i elektron verici olarak kullanarak kemolitotrofik 6zellikler gosterir.(Murray ve ark

., 1994).



Pseudomonas cinsi bakterileri genetik calismalarda 6zel bir ilgiye sahiptir. Bunun
nedenleri, genis bir yayilim alanina, medikal 6neme, beslenme ve biyokimyasal ¢ok
yonliiliige sahip olmalar1 ile laboratuvar ortamlarinda gelistirilebilmeleri i¢in gerekli
sartlarin basit olmasidir.Pseudomonas’lar toprak, su ve ¢iiriimekte olan organik
maddelerde olan mikroorganizmalardir. Bu ortamlar disinda sulak alanlarda yetistirilen
tarim drilinlerinde, lagim cukurlarinda, tuvaletlerde, hastane ortami ve hastanelerde
kullanilan temizlik maddelerinde, solunum ve diyaliz cihazlarinda ve hatta

dezenfeksiyon soliisyonlarinda bile bulunurlar.(Carson ve ark., 1973).

Pseudomonas tiirlerinin en 6nemli 6zellikleri ¢ok cesitli organik bilesigi karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanabilmesidir.( Michael Madigan .,2010).Pseudomonas putida
ile yapilan bazi caligsmalar, benzen, tolilen ve ksilen gibi benzin bilesenlerine has
metabolik yollar1 belirledi.Pseudomonas putida toluen ve ksilen gibi toksik karbon
gruplarina kars1 toleransa sahiptir.(Ramons ve ark. ,2002) Tolueni metabolize ederek
(pargalayarak) , zararsiz {iriinlere (CO,, su, enerji) doniistiirme kabiliyetindedir.(UK and
Taeus Biotech Ltd, s.285,2003).P. putida, ayni degradasyon ozelligini gosteren P.
aeroginosa gibi patojen bazi diger Pseudomonas tiirlerinden daha giivenli oldugundan

tercih edilir.

Pseudomonas tiirlerinin piyoverdin (fluoressein), piyosiyanin, piyorubin ve piyomelanin
ad1 verilen gesitli pigmentler olusturduklart ve bu pigmentlerin onlara segici bir 6zellik
kazandirdig1  bildirilmistir.Fluoresens  pigmentler, fluoresens 06zellik tasiyan
Pseudomonas’ larin (P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P.

syringae, P. cichori, P. flavescens) karakteristigidir.

Bu pigmentler sideroforlardir. Sideroforlar, mikroorganizmalar tarafindan ({iretilen
metabolitlerdir. Bu bilesikler demiri baglar ve kiiltiir ortaminda diisiik demir
konsantrasyonlarinda bol miktarda {iretilirler. Boylece ortamda bulunmayan demir

problemini azaltir.

Flouressein, kloroformda ¢éziinmeyen ancak suda ¢oziinen sarimsi renkte bir fluoresens
pigmentidir. Bu pigmentin  goriilebilmesi i¢in bazen UV 1518a ihtiyag
duyulur.Piyoverdin, fluoresens grupta yer alan P. aeruginosa, P. flourescens ve P.
putida tarafindan sentezlenen, suda eriyen, kloroformda erimeyen, ultraviyole 1s1ginda

fluoresens veren, sari-yesil renkte bir pigment grubunu ifade eder.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Patojen

Aerobik pargalanma ¢esitli mikroorganizmalarla (bakteri ve fungi) oksijen varliinda
gerceklestirilir. Aerobik parcalanma esnasinda oksidasyon-indirgenme reaksiyonlar
meydana gelir ve bu reaksiyonlarda molekiiler oksijen terminal elektron alicis1 olarak,
kirletici organik bilesik ise elektron vericisi olarak kullanilir. Aromatik hidrokarbonlarin
oksidasyonunda oksijen, hidroksilasyon ve aromatik halkanin kirilmasinda anahtar bir
role sahiptir. Halkanin enzimatik olarak kirilmasi i¢in aromatik ¢ekirdek iizerinde iki
hidroksil grubu olmak zorundadir. Metabolik yol organizmaya ve halkanin kirildig: yere
gore degisir . Dioksijenaz ve oksijenaz organik Dbilesiklerin dontisimi  ve
mineralizasyonu siiresince aerobik mikroorganizmalar tarafindan kullanilan iki temel
enzimdir. ki enzim arasindaki fonksiyonel farklilik siibstrata katilan molekiiler
oksijenin atom sayisidir. Aerobik bozunma anaerobik pargalanmaya goére daha verimli

ve hizli gerceklesmektedir.

CH,

Sekil 1. Toluenin Molekiil Yapisi

(https://tr.wikipedia.org/wiki/Toluen#/media/File: Toluol.svg)

Toluen , (Toluol, Fenil Metan veya Metil Benzen) renksiz, hos kokulu bir
stvidir.  Sudaki  ¢6ziiniirliigli  dogal olarak azdir (100 ml suda 0.05 gr).
Petrokimyasalmaddelerin ~ iiretim  proseslerinde hammadde olarak  kullanilir.
Birgok organik madde i¢in ¢ok 1iyi bir ¢oziiciidiir. Kullanim alanlari: Bazi ilag
ve parfiimlerinsentez yoluyla eldesinde, patlayict madde (TNT) iiretiminde, boya ve
petrokimya sanayisinde, benzin, akrilik boyalar, cilalar, lake, boya inceltici,
yapistiricilar, tutkallar, kauguk ¢imento, ucgak tutkali ve ayakkabi cilasinda olmak {iizere

bir¢ok kullanim alan1 vardir.

Toluenin insan sagligi iizerindeki etkisi; Havada 10 ppm’in iizerinde bulunmasi insan

saglig1 agisindan sakincalidir. Toluen solunum yoluyla alinan ve akcigerlerden hizla


http://www.turkcebilgi.com/organik
http://www.turkcebilgi.com/%C3%A7%C3%B6z%C3%BCc%C3%BC
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emilerek sistemik dolasima gegen aromatik bir hidrokarbondur. Zehirlenme hali
genellikle benzen buharlarinin solunmasi ile ortaya ¢ikar. Deri yoluyla da organizmaya
girerek zehirlenmeye neden olabilir. Yiiksek konsantrasyonda (3000 ppm veya lizeri)
benzen buharina maruz kalindiginda ani zehirlenme belirtileri ortaya ¢ikar. Bu belirtiler
bas agrisi, bag donmesi, diizgiin konusamama, depresyon, derinin kizarmasi, solunum

giicliigii, mide bulantisi, kusma seklinde goriiliir. Ortam degistirilmedigi takdirde koma

veya 6lim hali meydana gelebilir.

Denizler iizerinde ki etkisi; Su yiizeyini kaplayarak estetik agidan olumsuz bir goriintii
yarattiklart gibi, bunlarin yilizeyde olusturduklari tabaka atmosfer ile su arasindaki
oksijen alig-verisini olumsuz yonde engeller. Oksijenin suyun alt katmanlara inememesi
sonucu deniz bitkileri fotosentez yapamazlar ve bu durum o&trofikasyona neden
olur.Birgok balik, kabuklu ve eklembacakli ilk evrelerini yiizeyde yilizerek gegirirler ve
bu durumda petrolden fazlasiyla etkilenirler.Isigin ve havanin suyun alt katmanlarina
gecisini  engeller.Oksijenin  azliginda  oksijenli  solunum  yapan  canlilar
yasayamazlar.Ozellikle sahile yakin bolgelerde toplu &liimlere neden olur. Baliklarm
solungaglarina yapisarak solunumlarini olumsuz yonde etkiler. Deniz kuslarinin

kanatlarina yapisarak kuslarin ugmasini engeller.

Toprak canlilar1 tizerindeki etkisi; Topragin biyolojik oOzellikleri toprak yiizeyinin
sadece birkag mm altinda yasam siiren toprak mikroorganizmalarinin varliklart ve
aktiviteleri ile ilgilidir. Toprak mikroorganizmalari kitasal ekosistemlerin bir¢ok anahtar
role sahip 6nemli bir bilesenidir. En 6nemli gorevlerini bitkisel ve hayvansal artiklarin
ayristirilarak  toprak organik maddesinin desteklenmesi, toprak profili boyunca
striiktiirel yapmin olusumu, atmosferik azot fiksasyonu ve bitkilerle simbiyotik
iligkilerin olusumu seklinde siralayabilece§imiz toprak mikroorganizmalari, sahip
olduklar1 bu 6zelliklerle besin dongiisiiniin ve toprak verimliliginin stirekliligi a¢isindan

gerekli olan kosullar1 saglarlar.

Morgan ve Watkinson (1989) petrol tiirevlerinin, topraga bulastiginda toprak biyolojik
aktivitesinde ve fiziksel kosullarinda olumsuz etkilere neden oldugu ve buna baglh
olarak kirlenmis topraklarin iyilestirilmesi i¢in uygun metotlarin gelisimi ve se¢iminin
gerekli oldugunu bildirmislerdirPseudomonas putida organik ¢6ziicii olarak kullanilan
tolueni metabolize ederek, toluen ile kirletilmis bir araziyi hi¢ bir yan etki yaratmadan

bir y1l icinde % 75 oraninda temizledigi bildiriliyor.
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Sekil 2. Toluenin Biyolojik Yikiminin Metabolik Yolu

Toluenin pargalanmasinda toluen dioksijenaz ve metilkatekol 2,3-dioksijenaz aktivitesi
ile olur. Katekol ve protokatekauate , aerobik aromatik katabolizmada yaygin ara
tirlinlerdir.proto-katekuate , katekoliin OH gruplarinin birinden iki karbon atomunun

uzaklagmasi ile olusur ve bir karboksil grubu bulundurur.( Michael T.Madigan.2010 ).

C"IS CH3 CHS P CH:1 o
0:0 OH QH 0:.0 o
ﬁi e e \ QC/
NADH OH  NAD* OH Mot o
Toluen atekol
dioksljenaz 2,3-dioksijenaz
Toluen

Sekil 3. Toluenin Yikiminda Toluen Dioksijenaz ve Metilkatekol 2,3-Dioksijenaz
Aktivitesi (Madigan ve Martinko ,2010)

Hidrokarbonlarin bakteriler tarafindan aerobik biyodegradasyonunda ilk asama
oxygenase enziminin kullanilmasiyla molekiile oksijen eklenmesidir. Bu basamak enerji
yatirnmi  gerektirir. Bu basamakta enerji NADH olarak kullanilir ve oksijen
gerekir.Oxigenetion reaksiyonunda molekiile bir veya iki OH grubu eklenir.Her bir OH
ilavesi i¢in iki elektron kullanilir. Fakat organizma enerjiyi NADH formunda geri

kazanmaz.Mikroorganizma enerji kazanmasa da, oksijenin eklenmesiyle organik madde



mikroorganizmalar icin daha available hale gelir ve ¢dziiniirliikleri artar.ilk basamakta
elde edilen iiriin dehydrogenation ve hydroxylation reaksiyonlarina girerek NADH

iiretir ve daha ¢ok suda ¢6ziinen bir form alir.

Yakin  geg¢miste  hidrokarbonlarin  anaerobik  olarak  oksitlenemeyecegi
diisiiniilmekteydi.Ciinkii anaerobik kosullarda hidrokarbona oksijen ilavesi i¢in gereken
molekiiler oksijen bulunmamaktadir.Fakat daha sonralar1 farkedildi ki anaerobik
kosullarda bakteriler sudaki oksijeni kullanarak ilk oksidasyon basamagini
gerceklestirebilirler.Her ne kadar hidrokarbonlarin anaerobik parcalanmasi yavas olsa

da, hidrokarbonlarin dogadaki akibetleri belirlemek i¢in olduk¢a dnemlidir.

Dolayisiyla ~ mikroorganizmalarin yasam kapasiteleri genellikle bizim

diisiindiigiimiizden daha fazladir.
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Sekil4. Toluenin Biyolojik Yikimi

(http://2012.igem.org/Team:Leicester/Modeling)
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Sekil 5. Toluenin Biyolojik Yikiminin Metabolik Yolu ( Morimoto et al , 1954 )
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2.MATERYAL VE METOD

2.1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

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

3) Kauvars kiivetler

4) Otoklav

5) Etiiv ( Termal Laboraturvar Aletleri )
6) 1000 ve 200ul’lik mikropipet

7) Mikropipet uglar1 ( Mavi, sar1, Biosphere Fitler Tips)
8) 1000 ml, 500 ml ve 250 ml erlenler
9) Toluen

10) Dipotasyum fosfat (dibazik)

11) Diamonyum fosfat

12) Magnezyum nitrat Hekzahidrat

13) Demir ( III') Kloriir Hekzahidrat

14) Kalsiyum siilfat dihidrat

15) Magnezyum kloriir

16) Kalsiyum kloriir

17) Glukoz
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2.2. Glukoz iceren Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismada ilk 6nce +4 °C ‘de inaktif sekildetutulanPseudomonas putida NRRL B-13
susunun aktifligini kazanabilmesi i¢in glukoz igeren besiyeri hazirlandi. Karbon
kaynagi olarak glukoz kullanildi.

1 Litrelik glukoz iceren besiyeri ortam1 Tablo 1’de gosterildigi gibi hazirlanmigtir.

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

Besiyeri i¢cin kullanilan kimyasal Miktar (1000 ml icin)
maddeler
Glukoz 10 g
K2HPO, 1.39¢
(NH4)2HPO, 259
Mg(NOs3),.6H,0 0.097 g
MnSO4 H,0 0.025¢
FeCl36H,0 0.005¢
CaS04.2H,0 0.001¢

Kimyasal malzemeler 1 Litrelik erlen icerisinde {lizerine 400 ml distile su eklenerek
manyetik karigtiricida yarim saat karistirilarak ¢6ziinmesi beklendi. Daha sonra son
hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ilave edilerek karigtimin tamamen homojen

olmasi i¢in yarim saat daha karistirildi.

Homojen bir besiyeri elde edildikten sonra bagka 1 Litrelik erlen alinarak karistm 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 sterilizasyonu
saglanan glukoz igeren besiyerine ekim yapildi. Besiyerinin kontaminasyonunu

engellemek icin ¢eker ocak altinda bek alevi yaninda ¢alisma yapildi.

Ekim yapilan iki besiyeri de galkalamp +35 °C’ de etiive kaldirildi.4 giin siireyle etiivde

bekletilerek bakterilerin iiremeleri saglandi. ( 1. Nesil )
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2.4. Bakteri EKimi ( 2. Nesil )

Tablo 1 de verilen kimyasallar ile ayn1 sekilde 1 Litrelik glukozlu besiyeri hazirlanip
otoklavlandiktan sonra 1.nesil bakteri stogundan 5 ml alinarak ¢eker ocak altinda bek

alevi yaninda ekim islemi yapildu.

Ekim yapilan glikoz igerikli besiyeri +35°C © de etiive kaldirildi. ( 2. Nesil )

2.5. Toluen igerikli Besiyerinin Hazirlanmasi

1 Litrelik Toluen igerikli Besiyeri Ortami Tablo 2’de gosterildigi gibi hazirlanmastir.

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

Besiyeri icin kullanilan kimyasal Miktar (1000 ml i¢in)
maddeler
Toluen 4 mM
K2HPO4 1.39¢
(NH4),HPO, 259
Mg(NO3),.6H,0 0.097 g
MnSO,4 H,0O 0.025g
FeCl36H,0 0.005¢
CaS04.2H,0 0.001g

Toluen hari¢ diger kimyasallarin hepsi 1 Litrelik erlen igerisine kondu son hacim 1000
ml olacak sekilde distile su eklendi ve manyetik kairstiricida homojen hale gelinceye

kadar karistirildu.

Homojen karigim 250 ml igerige sahip olacak sekilde 4 tane 500 ml’lik erlenler igerisine
esit sekilde ayrilir. Her erlen igerisine 4 mM Toluen eklendi. 120 °C’de 15 dakika
otoklav edildi.

2.6. Toluen Icerikli Besiyerine Bakteri Ekimi ve Absorbans Olciimii
Otoklavlanan 250 ml’lik toluen igeren besiyerine bek alevi yaninda 2.nesil bakteri

kiiltiirtinden 4 ml alinarak ekim yapildi.

Ekim yapilir yapilmaz deneye baslanilan ilk andan ( 0.zaman) ‘da dahil olmak iizere,
plastik kiivetlere 2 ml 6rnek konularak 600 nm’de her 4 saatte bir bakteri sayisindaki

artis1 gormek i¢in spektrofotometrede 6l¢tim yapildi. Her olglimde icerisinde distile su
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bulunan plastik kiivet kor olarak kullanildi ve spektrofotometre de ikinci bdlmeye
kondu. Kor ile 600 nm’ de absorbans degerini sifirlayarak bdlmeden ¢ikarilip ayni

bolmeye i¢inde drnek bulunan plastik kiivet konuldu ve 600 nm’de degeri 6l¢iildii.

2.7. Toluenigeren Stok Besiyeri Hazirlama

44 ul toluen alind1 60 ml distile su ile tamamlanda.

2.7.1. Standart Egri
1 mM ‘dan 7 mM’a 0,5 mM arttirillarak 13 deger icin stoktan M1 Vi= M.V, formiilii ile

stoktan ve distile sudan alinacak miktarlar i¢in hesaplama yapildi.

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

alindi.

2.8. Toluen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm ‘de 6l¢ciimii

Toluen ugucu madde oldugu i¢in 4 mM miktart 8 mM ° a ¢ikarildu.

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

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

Daha sonra Toluen iceren bakteri kiiltlirlinden 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 alindu.

2.9. Toluen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 30°C ¢ de 600 nm’ de 6l¢ciimii
250 ml ‘lik otoklavlanan besiyerine 4 ml toluenli bakteri kiiltlirlinden kontaminasyonu
engellemek igin bek alevi yaninda ekim yapildi. Yapilan ekim 30 °C ¢ de etiive

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

2.10.MgCl, iceren ve MgCl, Icermeyen Toluen Iceren besiyerinin 260 nm’
deAbsorbans Ol¢iimii

500 mI’lik 2 M MgCl,g¢6zeltisi hazirlandi. Buna gore 95,3 gram MgCl,hassas terazide
tartildi , 300 ml distile su eklenerek miknatish karistiric1 da karistirildi. Son hacim 500
ml olacak sekilde distile su eklendi ve homojen karisim meydana gelecek sekilde
karistirilmaya devam edildi.500 ml MgCl,gozeltisi 500 ml ‘lik 2 erlene 250 ml olacak
sekilde ikiye ayrildi. 110 °C’de 15 dakika otoklav edildi.
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8 mM toluenli besiyeri hazirlandi. 2 tane 500 ml’lik erlen igerisine 250 ml olacak
sekilde paylastirildi. Her iki erlene de 214ul toluen eklendi ve 120°C’de 15 dakika
otoklav edildi. Otoklavnanan erlenlerden birinin igerisine O6nceden otoklavlanmis 2
M’lik 5 ml MgCl,eklendi. Diger erlene eklenmedi. Daha sonra her iki erlene de toluenli

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

260 nm ° de kor ile sifirlanan absorbans MgCl, igeren kiiltiirden ornek alip 6l¢iim

yapildi.Ayn1 sekilde MgCl, icermeyen kiiltiirden de 6rnek alinip lgiim yapildi.

2.11.CaCl, iceren ve CaCl, icermeyen Toluen iceren Besiyerinin 600 nm’ de
Absorbans ol¢iimii

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

8 mM toluen igeren besiyeri hazirlandi. 2 tane 500 ml’lik erlen igerisine 250 ml olacak
sekilde paylastirildi. Her iki erlene de 214 mik.I toluen eklendi ve 120°C’de 15 dakika
otoklav edildi. Otoklavnanan erlenlerden birinin igerisine Onceden otoklavlanmis 2 M
5 ml CaClyeklendi. 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 CaCljiceren kiiltiirden 6rnek alip 6l¢iim

yapildi.Ayni1 sekilde CaClyigermeyen kiiltiirden de 6rnek alinip 6lgiim yapildi
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3. BULGULAR
Tablo 3. 260 nm’de 7 mM Toluen 60 ml’lik Stok Olgiimleri

Konsantrasyon (mM) Absorbans (260 nm)
1 0,008
15 0,088
2 0,138
2,5 0,2
3 0,259
3,5 0,337
4 0,429
4,5 0,468
5 0,479
55 0,496
6 0,531
6,5 0,565
7 0,587
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Farkl1 konsantrasyonlardaki toluenin standart egrisi
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Tablo 4.4mM Toluen igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm ‘deki Absorbans Degerleri
(Sicaklik: 35 °C)

Zaman ( saat) Absorbans (600 nm)
0 0,028
4 0,028
8 0,026

12 0,026
16 0,027
24 0,031
28 0,035
32 0,034
36 0,034
40 0,037
44 0,036
48 0,036
52 0,038
56 0,038
60 0,039
64 0,044
68 0,045
72 0,045
76 0,050
80 0,050
84 0,050
88 0,050
92 0,050
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Sekil 7.4 mM Toluen Icerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm ‘deki Absorbans
Degerleri ile Zamana Bagli Degisim Degerleri

Sifirinc1 zamanda y ekseni {izerindeki absorbans degeri 0,03 e ( 0,028 ) yakindir. 4 -24
saat araliklarinda lag faz1 gozlemlendi. 28-80 saat araliklarinda log fazi1 gozlendi. 84-96

saat araliklarinda duragan faz gozlendi.
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Tablo 5. 8 mM Toluen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm’deki Absorbans Degerleri
(Sicaklik: 35 0C)

Zaman (Saat) Absorbans (260 nm)
0 0,973
4 0,808
8 0,542
12 0,322
16 0,29

24 0,242
28 0,177
32 0,143
36 0,131
40 0,13
44 0,127
48 0,123
52 0,086
56 0,038
60 0,026
64 0,015
68 0,014
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Sekil 8. 8 mM Toluen igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm’ deki Absorbans

Degerleri ile Zamana Bagli Degisim Degerleri

Sifirinct zamanda y ekseninde Slgiilen absorbans degeri 1 “ e (0,973 ) yakindir.

Ortamdaki toluenin azalmasiyla absorbans degeri 4 saatte bir azalma gosterdi

22



Tablo 6. 8 mM Toluen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm 30 oC ‘deki Absorbans

Degerleri
Zaman (Saat) Absorbans (600 nm)
24 0,042
48 0,033
72 0,033
96 0,035
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Sekil 9. 8 mM Toluen igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 600 nm 30 °C “deki

Absorbans Degerleri ile Zaman Bagli Degisim Degerleri

24 saat sonra y ekseninde ilk Ol¢ciim degeri 0,045-0,04 ( 0,042 ) arasindadir.
Pseudomonas putida’nin optimum iiremesi 35°C ¢ de oldugu i¢in 30 °C * de y ekseninde

absorban degerlerinde azalma olup standart izlemistir.
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Tablo7. 8 mM Toluen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm ‘ deki 2 M MgCI2
Iceren ve MgCI2 Igermeyen Absorbans Degerleri

Zaman (Saat) Absorbans (260 nm)
MgCl, (+) MgCl (-)
24 0,078 0,105
28 0,094 0,113
32 0,091 0,114
36 0,063 0,085
40 0,064 0,098
44 0,084 0,112
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Sekil 10. 8 mM Toluen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm ‘ deki 2 M MgClI,
Iceren ve MgCI, Icermeyen Absorbans Degerleri ile Degisim Degerleri

MgCl, Icerenkiiltiiriin absorbans degeri MgCl, Icermeyene oranla gittikce artmistir.
Mg tepkimede kofaktér olarak goérev alarak toluen pargalanmasini arttirdigl igin

absorbans degeri MgCl, Igerenin fazladur.
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Tablo 8. 8 mM Toluen igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm “ deki 2 M CaClI2
Iceren ve CaCl2 Igermeyen Absorbans Degerleri

Zaman (Saat) Absorbans (260 nm)
CaCl, (+) CaCl;(-)

24 1,026 0,03

28 1,033 0,036
32 1,036 0,019
36 1,061 0,026
40 1,071 0,045
44 1,062 0,041
48 1,075 0,038
52 1,087 0,051
56 1,098 0,053
60 1,093 0,053
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Sekil 11. 8 mM Toluen Igerikli Bakteri Kiiltiiriiniin 260 nm ¢ deki 2 M CaCl;
Iceren ve CaCl, Icermeyen Absorbans Degerleri ile Degisim

Degerleri

CaCl, Iceren ve CaCl, Igermeyenkiiltiirlerin ikisinde de absorbans degerleri standart
izlemistir.CaCl, Iceren Kkiiltiiriin 24 saat sonucu y ekseni iizerinde ilk 6l¢iimii 1°den (
1,026) biiyiiktiir.CaCl, igermeyenkiiltiiriin y ekseni tizerinde ilk 6l¢iimii 0,03 tiir.Ca™
un toluen parcalanmasina etkisi yoktur.1,026’lik absorbans degeri CaCl, igeriginden

dolay1 fazla cikti.
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TARTISMA VE SONUC

Petrol ve petrol tlirevleri olan aromatik Hidrokarbonlar, petrol dokiilmesi ve fosil
yakitlarinin  tamamen yanmamasi sonucu ¢evreye atilan, yaygin organik
kirleticilerdir.Aromatik Hidrokarbonlar‘in ¢ogu ¢evrede uzun silire kalmalar1 ve
birikimleri sonucu, ¢evre kirlenmesine sebep olurlar ve biyolojik dengeyi 6nemli 6l¢iide
etkilerler.( Leahy, J.G. ve Covell).Aromatik Hidrokarbonlar( toluen, benzen, naftalin
gibi.) tag kOmiiriiniin damitilmasiyla elde edilen katrandan ya da ¢izgisel

hidrokarbonlardan sanayide iiretilirler.(Akman ve ark. 2000).

Toluen genellikle organik bir ¢oziicii gibi kullanilir ve her yerde mevcut, havay1 ve suyu
Kirleten kimyasal bir maddedir. Toluen, hiicre membranlarinda dagilimlarindan dolay1
okaryotik ve prokaryotik organizmalar i¢in toksiktir. Toluenin toksik etkileri ile denizel
ve karasal canlilar olumsuz etkilenmektedir. Ugucu oldugu i¢in havada 10 ppm ‘den
yiiksek degerde bulunmasi insan sagligi1  etkiler. Denizlerin ve gollerin iist
katmanlarin1 kaplayarak oksijen gecisine engel olur. Sucul organizmalarin fotosentez
yapmasina engel olarak oOtrofikasyona neden olur. Bu nedenlerden dolayr bazi g¢evre
koruma kuruluslar1 tolueni oncelikli kirletici olarak ilan etmistir .(Huertas ve ark.2000).
Pseudomonas putida organik ¢oziicii olarak kullanilan tolueni metabolize ederek,

toluen ile kirletilmis bir araziyi hi¢ bir yan etki yaratmadan temizlemektedir.

Bir ¢evre kirleticisini ortamdan uzaklastirmak i¢in bakteri, fungus (mantar), alg ve bitki
gibi organizmalarin kullanilmasina biyolojik iyilestirme, bu organizmalarin c¢esitli
zararl kimyasal bilesikleri pargalayip mineralize etmesine ise biyolojik yikim diyoruz.
Cevre kirliliginin azaltilmasinda mikroorganizmalarin kullanilma nedenleri ; maliyetsiz
yani masrafinin az olmasi , parcalanma esnasinda c¢evreye toksik madde verilmemesi ,

kullaniminin kolay olmasi1 nedenleri sayilabilir.

Pseudomonas tiirlerinin en 6nemli 6zellikleri ¢ok ¢esitli organik bilesigi karbon ve

enerji kaynagi olarak kullanabilmesidir.(Michael Madigan ., 2010).

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

patojen bazi diger Pseudomonas tiirlerinden daha giivenli oldugundan tercih edilir.
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Bu ¢alismada Pseudomonas putida’yr kullanmamizin en 6nemli nedeni bu bakterinin
toksik ozellikteki kimyasallarin biyolojik yikimini gerceklestirebilmesi ve solventlere

kars1 en direngli bakteriler arasinda olmasidir.

Toluen’in pargalanmasinda Toluen dioksijenaz ve metilkatekol 2,3-dioksijenaz
aktivitesi ile olur. Katekol ve proto-katekuate , aerobik aromatik katabolizmada yaygin
ara Uriinlerdir. Proto-katekuate, katekoliin OH gruplarinin birbirinden iki karbon
atomunun uzaklagmasi ile olusur ve bir karboksil grubu bulundurur.( Michael
T.Madigan .2010). Toluenin pargalanmasi sonucu olusan asetaldehit ve piirivat krebs
dongiisiine katilir . Boylece Pseudomonas putida gevreye ve insan sagligi lizerine toksik

etkisi bulunan tolueni kendine 6zgili enzimleri ile pargalar ve ¢evreye geri kazandirir.

Bu calismanin temel amaci petrol {iriinlerinde bulunan organik kirleticiler, 6rnegin
aromatik hidrokarbonlu bir bilesik olan Toluen ‘ in mikroorganizmalar tarafindan enerji
ve besin kaynagi olarak kullanilarak kolayca parcalanip karbondioksit ve suya
doniistiiriilerek Biyolojik lyilestirme ile ¢evre temizliginin saglanmasidir. Elde edilen
bulgularda da goriildiigii gibi ortama karbon kaynagi olarak besi yerine sadece toluen
verilincePseudomonas putidaNRRL B-13 susu tolueni pargalarken ortamda iiremeleri
icin enerji alacagi baska madde olmadigindan ilk 6nce bakteri tiremesi olmadi duragan
faz seyir etti ( Lag Faz1 ). Bu fazda hiicreler yeni besi ortamina veya diger kosullara
adapte olurlar ve tiremeleri i¢in gerekli yeni bilesenler , enzimler sentezlenir. Toluen
yavas yavas par¢alanmaya basladiktan sonra bakteriler enerji alip tiremeye basladiklar
icin bakteri sayis1 logaritmik olarak artmaya basladi ( Log Fazi ). Besiyerinde ki toluen
stirekli pargalanarak zamanla miktar1 azalmaya baslad1 ve bakterilerin toksik maddeleri
ile besi ortaminin PH’1 degismeye basladgi icin bakterilerde iireme durumu yavasladi
duraklama fazina gecildi ( Duragan Faz ). Karbon kaynagi olarak kullanilan toluen
Pseuodomonasputida tarafindan pargalandik¢a ortamda miktar1 zamanla azaldi. Tolueni
karbon kaynagi olarak kullanan bakteriler ne kadar ¢ok tolueni parcalarlarsa o kadar ¢cok
enerji elde ederler ve o oranda lreyerek sayilarmin artmasi gozlemlenir. Bakteri

sayisinin artmasi ile absorbanslari da o oranda artma gosterdi ( Sekil 7).

Toluen Pseudomonas putida NRRL-B 13 susu tarafindan karbon kaynagi olarak
pargalanip kullanildik¢a ortamdaki miktar1 azaldi.Besi ortaminda ki miktar1 azaldikca

toluenin absorbansi da zamanla o oranda azalma gosterdi ( Sekil 8 ).
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Optimal sicaklik, hiicre i¢inde enzimlerin aktivitesi i¢in de genellikle, uygun kabul
edilir. Sicaklik arttik¢a veya azaldikga, enzim aktivitesinde de degisiklik olusacagindan,
metabolizma iizerine olumsuz yonde etkiler. Pseuodomonas putidaNRRL B-13 susunun
en iyi gelisme gosterdigi sicaklik degeri 35°C ‘dir. Bu nedenle 30 °C ¢ de yapilan
deneyde iiremelerinde artma gostermemistir. Ortamdaki karbon kaynagi toluendir.
Toluen parcalanmadan enerji elde edilemez ve ilireme saglanamaz. Pseudomonas
putida’ daki tolueni yikan enzimler optimal sicaklik degerinin biraz altinda fazla aktif
duruma ge¢medikleri i¢in toluen parcalanmasi ve enerji eldesi az olmustur. Dolayisiyla

ortamdaki bakteri sayisinda da artis gézlemlenmedi ( Sekil 9 ).

Bazi enzimlerin aktif hale gelmeleri i¢in protein yapisinda bulunmayan metal
iyonlarindan olusan ve kofaktor adi verilen yan gruplara ihitiya¢ duyulur. Kalsiyum,
magnezyum, potasyum, c¢inko gibi mineraller kofaktor olarak bazi enzimlerin
aktiviteleri i¢in sarttir. Bu c¢alismada toluenin parcalanmasmin arttiritlmasinin
gbézlemlenmesinde kofaktor olarak MgCl, ve CaCl, kullanildi. MgClI, iceren besi
ortaminda absorbansda azalma goriildiigi icin MgCl, ‘lin toluenin pargalanmasini
arttirdign gozlemlendi. Madde miktar1 ne kadar az olursa absorbans da o oranda
azalacag1 icin toluen parcalanmasini arttirdigint sdyleyebiliriz. MgCI, igermeyen besi
ortamindaki absorbans degerleri ile MgCl, iceren besi ortamindaki absorbans
degerlerine gore fazladir. Absorbans fazla oldugu i¢in toluen miktar1 da MgCl,
igermeyen besi ortaminda fazladir. Yani MgCl, kofaktor olarak toluen pargalanmasini
arttirmigtir ( Sekil 10 ). CaCl, iceren besi ortaminda absorbans yiiksek ama sabitlik
gosterdi. Sabitlik gostermesi durumu toluenin parcalanma miktarinda artma veya
azalma olmamasindan kaynaklandi. Bu nedenle CaCl; © nin toluen pargalanmasina bir
etkisi yoktur. CaCl; icermeyen besi ortaminda absorbans az ve sabitlik gosterdi. Sabitlik
gostermesinin nedeni toluenin par¢alanma miktarinda artma veya azalma olmamasindan
kaynaklandi. Bu nedenle CaCl, ‘ nin toluen parcalanmasina bir etkisi yoktur. CaCl;
iceren besi ortamindaki absorbansin CaCl; igermeyen besi ortamindaki absorbansa gore
yiiksek c¢ikmasimnin  nedeni kalsiyumun derisim miktarinin  fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir. MgCI, ve CaCl, ¢ de klorlar ortaktir. Buna gore magnezyum toluen
parcalanmasini arttirdigl igin kofaktor olarak gorev yapmustir. Kalsiyumun toluen

parcalanmasina bir etkisi yoktur.
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