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OZET

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de bulunan cesitli halofilik bolgelerden halofilik
mikroorganizmalar izole edilmistir. izole edilen 12 susun, 16S rDNA dizi analizi
ile molekiiler tammlamalar1 yapilmistir. Tammmlama sonucunda 1 susun
Halomonas aquamarina, 6 susun Halobacillus trueperi, 1 susun Thalassobacillus
devorans, 3 susun Halobacterium salinarium ve 1 susun Halobacterium halobium

olduklar belirlenmistir.

Cevre kirliligine neden olan benzen, toluen, ksilen (BTX) petrol hidrokarbonu
kirleticilerinin izole edilen halofilik bakteri ve arke turleri UGzerinde toksik
etkileri ve hidrokarbonlarim biyodegrede edebilme yetenekleri arastirilmstir.
Bu amacla suslar iizerinde farkh konsantrasyonlardaki benzen, toluen ve ksilen
denenerek minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) tespit edilmistir.
Halofilik bakteri olan Halobacillus trueperi NB8 ve NB11 suslarinin %5’in
iizerinde hidrokarbonlara direncli oldugu belirlenmistir. Biyodegredasyon
calismalari, elde edilen MIK degerleri esas alinarak yapilmistir. Arastirmada
kullanilan suslar icerisinde en 1iyi biyodegredasyon sonucu veren susun
Halobacillus trueperi NB8 oldugu goriilmiistiir. Asiri tuzcul H. salinarium NB20,
NB21, NB28 ve H. halobium NB22 arke tiirlerinin ise BTX bilesenlerini

biyodegrede etme yeteneklerinin ¢cok az oldugu tespit edilmistir.
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ABSTRACT

In this study, halophilic microorganisms are isolated which are different
halophilic parts of Turkey. The molecular identifications of 12 strains isolated
are obtained by the analysis of 16S rDNA sequences. As a result of this
identification, it is determined that 1 of the strains is Halomonas aguamarina, 6
of them are Halobacillus trueperi, 1 of them is Thalassobacillus devorans, 3 of

them are Halobacterium salinarium and 1 of them is Halobacterium halobium.

The toxic effects of benzen, toluene and xylene (BTX) petroleum hydrocarbon
pollutants, provoking environmental pollution, on isolated species of halophilic
bacteria and archaea and BTX hydrocarbons biodegradation capability are
investigated. In this context; by testing benzene, toluene and xylene at different
concentrations on the strains, their minimum inhibitory concentrations (MIC)
are detected. NB8 and NB 11 strains which are hophilic bacteria are showed
resistant to %5 concentration above hydrocarbons. The biodegradation studies
are practised on the basis of the MIC values obtained. It is seen that the best
biodegradation result is obtained from Halobacillus trueperi NB8 among the
strains used in the study. However, it is found out that the extreme halophilic
species of arcaea, H.salinarium NB20, 21, 28 and H.halobium NB22, do not have

ability to biodegrade BT X components.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama
°C Santigrat derece
g Gram
Litre
mL Mililitre
M Molar
pH Asitlik Bazlik Birimi
% Yizde
> Buyik
Kisaltmalar Aciklama
BTX Benzen Toluen Ksilen
BTEX Benzen Toluen Etilbenzen Ksilen
DNA Deoksiribo Nikleik Asit
EPA Environmental Pollution Agency (Cevre
Kirliligi Ajans1)
MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
MOBAM Molekiiler Biyoloji Arastirma Merkezi
MSM Mineral Salt Medium
MTBE Metil-Tersiyerbutileter
oD Optikal Dansi
PAH Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar
pHBA Para Hidroksi Benzoik Asit

TSI Triple Sugar Iron Besiyeri



1.GIRIS

Dinya nifusunun hizla artmasi ile birlikte ¢ogalan insan faaliyetleri ve teknolojik
gelismeler, ¢evre sorunlarina neden olmaktadir. Giiniimiizde yasanan en Onemli
cevresel sorunlardan biri de organik Kirleticilerden kaynaklanan su, toprak ve hava
kirliligidir. Sanayi teknolojilerinin gelismesi ve gelisen teknolojilerin giinliik
hayatimizin bir pargasi olmasi ile petrol ve petrol tiirevlerinin kullaniminm
hizlanmigtir. Petrol ve petrol tiirevi organik maddelerin {iretimi, tasinmasi,
depolanmasi ve kullanimi sirasinda kazara sizintilar1 ya da bilingsizce desarjlari,

canli ve ¢evre sagligini tehdit eden kirliliklere neden olmaktadir.

Cevre kirleticilerinin ortaya ¢ikmasiyla, kirleticilerin bertarafinda yeni nesil
teknolojik uygulamalara ihtiya¢ dogmustur. Bu nedenle multidisipliner bir bilim olan
Cevre Biyoteknolojisi gelismistir. Sanayi, tarim, madencilik, eczacilik vs. kaynakli
kirleticilerin neden olduklart kirliliklerin giderilmesinde, biyokimyasal potansiyeli
olan mikroorganizmalar1 ve bitkileri kullanan Cevre Biyoteknolojisi uygulamalari
gelistirilmigtir.  Cevresel Biyoteknoloji ilk olarak 19.-20. yiizyillarda kentsel
atiksularin aritilmasiyla baglamistir [Hartmann, 1999]. Toprak iyilestirmesi, gaz
saflagtirmasi, ylizey ve yeralti sularimin temizlenmesi, endiistriyel atiksularin
temizlenmesi ve biyoorganik tortularin sikistirilarak giibre yapimi 20. yiizyilin ikinci
yarisindan itibaren gelismeye baslamistir [Jordening ve Winter, 2005]. Giiniimiizde
karsimiza c¢ikan ¢esitli kirletici etmenlerin, ¢evrede olusturduklar1 kirliligin
giderilmesinde ve atiklarin yeniden ham madde olarak kullanilmasinda,

biyoteknolojik uygulamalara gittik¢e artan bir ilgi vardir.

Mikroorganizmalar, hem dogal olarak meydana gelen hem de cevresel kirleticilerin
yapisinda bulunan hidrokarbonlar1 pargalama yetisine sahiptir. izolasyon kolayligi,
diisiik maliyet ve dogal metabolizma cesitliliklerine sahip olmalar1 gibi birg¢ok yararli
ozelliklerinden dolayr Cevre Biyoteknolojisi uygulamalarinda 6nemli yere
sahiptirler. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalarin fenol, benzoat,

eikosan, 2,4-diklorafenoksiasetik asit (2,4-D), poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) ve



ham petroliin yapisinda bulunan cesitli kirleticileri, uygun ortam sartlarinda

pargalayabildikleri kesfedilmistir [Das ve Chandran, 2010].

Petroliin yapisinda benzen, toluen, etilbenzen ve ksilen (BTEX) gibi hidrokarbonlar
bulunmaktadir. BTEX bilesenleri ham petroliin %1-2’sini olustururlar [Nicholson,
2005]. Petrol kompozisyonunda ki BTEX gibi karsinojenik ve toksik 0Ozellikleri
bilinen bilesikler canli ve ¢evre sagligi i¢in tehlikelidirler. Ayrica BTEX bilesenleri
yiikksek su ¢oOziiniirliigiine sahip olduklar1 i¢in yiizey ve yeraltt sularinin hizh
kontaminasyonuna sebep olmaktadirlar. Bu 6zellikleri nedeniyle, bilim insanlarinin

BTEX bilesenleri lizerinde artan bir ilgisi bulunmaktadir.

Petrol ve petrol tiirevlerinin endiistri, petrol iiretimi, eczacilik, tasimacilik, hizmet
sektorli, vb. alanlarda kullanimi siklikla mevcuttur. Petrol ¢esitli sektorlerde
degerlendirilmek iizere islenirken, canli ve g¢evre sagligina zararli 6nemli atiklar
olusmaktadir. Bu atiklarin iyi bertaraf edilememesi onemli ¢evre sorunlarina yol
agmaktadir. Pek ¢ok iilkede endiistriyel atiklar ve evsel atik sular yeterince
aritilmadan ya da uygun olmayan yontemlerle nehirlere, gollere ve denizlere desarj
edilmektedir. Ozellikle de denizlerde meydana gelen gemi kazalari, gemilerin sintine
desarjlart ve motorlu deniz araglarindan kaynaklanan petrol kirliligi denizel

ekosistemi olumsuz etkilemektedir [Das ve Chandran, 2010].

Okyanus ve denizler organik ve inorganik atiklarla siklikla kontamine olmaktadir.
Petrol hidrokarbonlar1 bu kirlilik etmenlerinin baginda gelmektedir. Cevreyi Kirletici
etmenlerin, mikroorganizmalar tarafindan pargalanarak giderilmesi islemi
(biyodegredasyon) tuzcul alanlarda yiiksek tuz konsantrasyonlari sebebiyle her
mikroorganizma ile yapilamamaktadir. Bu yiizden denizel eskosistemler gibi tuzcul
cevrelerde olusan, organik kirletici kontaminasyonlariin giderilmesi daha karmagik
ve zordur. Tuzcul alanlarin biyodegredasyonla iyilestirilmesinde gelismis
degredasyon mekanizmasina sahip halofilik veya halotolerant mikroorganizmalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.



Calismada, Tiirkiye denizlerinin ¢esitli bolgelerinden ve Tuz Golii'nden halofilik
mikroorganizmalar izole edilmistir. izole edilen mikroorganizmalarin 16S rDNA dizi
analizi ile karakterizasyonlar1 yapilmistir. Tanimlanan mikroorganizmalarin petrol
hidrokarbonu olan benzen, toluen ve ksileni tek karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanip kullanmadiklar1 arastirilmistir. Tiirkiye denizlerinden ve Tuz Goli’nden
elde edilen mikroorganizmalarin BTX (benzen, toluen, ksilen) bilesenlerinin
degredasyonu ile ilgili daha once yapilmis bir g¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, tuzcul alanlarda ki petrol hidrokarbonu kontaminasyonlarinin giderilmesi
icin biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilir organizmalarin aciga g¢ikartilmasi

hedeflenmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Organik Kirleticilerin Biyolojik Olarak Parcalanmasi (Biyodegredasyon)

Mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleriyle organik kirleticileri tehlikesiz forma
doniistiirmelerine biyodegredasyon denilmektedir. Biyodegredasyonda kirleticiler
dogal yollarla, kontamine olmus bolgeden uzaklastirilmaktadir. Bu nedenle
biyodegredasyon pek ¢ok ¢evre bilimci ve mithendisin ilgi odagi olmustur [Margesin
ve Schinner, 2001].

Mikroorganizmalar, besin ve enerji ihtiyaglarimi karsilamak icin sahip olduklar
cesitli metabolik aktiviteleri kullanmaktadirlar. Metabolik aktiviteler ve bu aktiviteler
icin gerekli olan enzimler organizmanin bulundugu ortam sartlarina ve enerji kaynagi
olarak kullanilacak molekiiliin ¢esidine goére farkliliklar gdstermektedir.
Mikroorganizmalar, karbon ve enerji kaynagi olarak c¢esitli organik maddeleri
kullandiklar1 i¢cin Cevre Biyoteknolojisinde organik kirleticilerden kaynaklanan
kirliliklerin giderilmesinde biyodegredasyon yontemlerinde pargalayici ajan olarak
kullanilmaktadir. Cizelge 2.1°de Petrol hidrokarbonlarinin biyodegredasyonunda
kullanilan enzimler ve biyodegredasyon yapabilen bazi mikroorganizmalar

gosterilmistir.

Biyodegredasyonda biyolojik olarak parcalanabilen bilesikler, mikroorganizmanin
hiicre dis1 enzimlerine baglanip hiicre membranindan gecerek, hiicre igerisine
taginmaktadir. Hiicre icerisinde bir seri doniisiim reaksiyonlar ile daha kiigiik ara
iirlinlere parcalanma gerceklesir. Bu reaksiyonlar esnasinda enerji agiga ¢ikmaktadir.
Ac¢iga cikan enerji hiicrelerin ¢ogalmasinda, onarilmasinda, bilesiklerin hiicreye
taginmasinda ve hareket etmesinde kullanilmaktadir. Biyolojik parcalanmada organik
bilesikler cogunlukla CO, ve H;O’ya doniigse de, pargalanma her zaman
karbondioksit ve su olusumu ile sonuglanmamaktadir. Biyoremediasyon siirecinde,
Kirlilik yaratan organik bilesiklerin molekdiler yapisinda olusan degisiklikler sonucu
farkl iirlinler olusabilmektedir [Onbasili, 2006].



Cizelge 2.1. Petrol hidrokarbonlarinin biyodegredasyonunda kullanilan enzimler ve
biyodegredasyon yapabilen bazi1 mikroorganizmalar [Das ve Chandran,
2011].

Enzimler Substratlar Mikroorganizmalar

Methylococcus
Methylosinus
Cozlnebilir Metan C;-Cg alkanlar alkenler ve Methylocystis
Monooksijenazlar sikloalkanlar Methylomonas
Methylocella
[McDonald ve ark., 2006]
Methylobacter
Granul Metan C;-Cs alkanlar ve Methylococcus
Monooksijenazlar sikloalkanlar Methylocystis
[McDonald ve ark., 2006]
Pseudomonas
Alkan Hidroksilazlar Cs-Cyp alkanlar, yag asitleri, Burkholderia
alkil benzenleri, Rhodococcus
sikloalkanlar Mycobacterium
[Jan ve ark., 2003]
Candida maltosa
Okaryotik P450 C10-Cyp alkanlar, yag asitleri Candida tropicalis
Yarrowia lipolytica
[lida ve ark.,2000]
Acitenobacter
Bakteriyel P450 Cs-Cy alkanlar, sikloalkanlar Caulobacter
oksijenaz sistemi Mycobacterium
[Van Beilen ve ark.,2006]
Acinetobacter sp.

Dioksijenler C10-Cyp alkanlar [Maeng ve ark.,1996]




2.2. BTX (Benzen, Toluen, Ksilen) Bilesenlerinin Biyodegredasyonu

Diinya tlizerindeki genis korfezler, okyanuslar ve suyollar1 ¢coktan petrol {iriinleri ve
zehirli kimyasal atiklarla kontamine olmus durumdadir. Tahmini olarak 2 milyon
tondan fazla ham petrol her yil denizlere karigsmaktadir. Denizlerde kirliliklere sebep
olan atiklarin yaklagik yarisi endiistriyel atiklardir. Ayrica denizlerde, lagimlarin
nehirlere desarji yoluyla, tankersiz nakliyelerden kaynaklanan tasmalarla ve deniz
tabaninin altinda olan petrol sizintilar ile de kontaminasyonlar olusmaktadir. [Leung

ve ark., 2006].

Petrol cesitli organik bilesiklerden olugmaktadir. Petrolde bulunan hidrokarbonlar
dort grupta incelenmektedir. Bunlar doygunlar, aromatikler, asfaltenler (fenoller, yag
asitleri, ketonlar, esterler ve porfirinler) ve recinelerdir (pridinler, quinolinler,
karbozoller, sulfoksitler ve amitler) [Das ve Chandran, 2011]. Rafine yakitlar, ham
petroliin rafinasyon islemlerinden ge¢gmesi sonucu elde edilmektedir. Ham petrol, bir
dizi islemden gegirilerek (6rnegin yiiksek sicaklikta yapilan katalitik islemler), ham
petrolden elde edilen benzin arttirilir. Rafine benzinler %16-25 alifatik, %35-55
sikloalkan, %10-20 aromatik hidrokarbonlar ve %15’den fazla yakit oksijenatlart
(fuel oxygenates) icermektedir. Aromatik hidrokarbonlar %1-2 benzen, toluen, etil
benzen ve ksilen (BTEX) igerir [Azetsu, 2009]. Sekil 2.1°de Benzen, toluen, orto,

meta, para ksilen hidrokarbonlarinin yapisal diyagramlari gosterilmistir.

Mikroorganizmalarla BTEX bilesenlerinin pargalandigi, ilk olarak 1900’li yillarin
basinda Gibson ve Subramanian tarafindan fark edilmistir [Gibson ve Subramanian,
1984]. Daha sonrasinda, hangi mikroorganizmalarin hangi sartlar altinda BTEX
degredasyonunu gergeklestirebildigi hakkinda caligmalar yapilmaya baglanmistir.
Benzen, BTEX bilesenlerinin en 6nemli pargasidir. Bu kirletici, Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Birimi (United States Enviromental Protection Agency)
tarafindan, yiiksek kararlilikta, suda c¢oziinebilen ve insan karsinojeni olarak

listelenmistir [Nicholson, 2005].



CHs
benzene toluene
CHs CHs CHs
CHa
CH3

CHa
ortho-xylene  meta-xylene para-xylene

Sekil 2.1. Benzen, toluen, orto, meta, para ksilen hidrokarbonlarinin yapisal
diyagrami [http://en.wikipedia.org]

BTEX bilesenleri yeraltt ve yer iistii su sistemlerinde ¢oziinebilmektedir. Benzer
olarak birgok yakit oksijenati, Ornegin metil-tersiyerbdtileter (MTBE) yuksek
oranlarda suda ¢oziinmektedir ve yeraltt suyunun kalitesine de biliyiikk olumsuz

etkileri bulunmaktadir [Leung ve ark., 2006].

Hidrokarbonlarin  mikrobiyal par¢alanmadaki duyarliliklar1 genellikle sdyle
derecelendirilmektedir; diiz alkanlar > dallanmig alkanlar > kii¢iik aromatikler >
halkasal alkenler [Ulciri, 2000; Perry, 1984]. Diisiik molekiiler agirliktaki
hidrokarbonlar, degredasyon metabolizmasina sahip mikroorganizmalar tarafindan
kolaylikla parcalansalar da, yiiksek molekiiler agirliktaki polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH) gibi baz1 bilesenler tamamen parcalanamamaktadir [Atlas ve

Bragg, 2009].

Cesitli ¢evrelerde yasayan organizmalarin, aerobik [Gibson ve Subramanian, 1984;
Ridgeway ve ark., 1990; Deeb ve Alvarez-Cohen, 1999] ve anaerobik [Lovely ve
ark., 1996; Chen ve Taylor, 1997a; Gieg ve ark., 1999] sartlar altinda BTEX
parcalayabildikleri gosterilmistir. Bu ozellikleri psikrofilik [Bradley ve Chapelle,
1995; Braddock ve McCarthy, 1996; Margesin ve Schinner, 2001] ve termofilik
sartlarda da [Chen ve Taylor, 1995; Chen ve Taylor, 1997a,b] gozlenmistir. BTEX



degredasyonunun tuzcul [Brusa ve ark., 2001], asidofilik, alkalifilik ve barofilik

sartlarda gerceklestigini kanitlayan ¢ok az veri bulunmaktadir [Nicholson, 2005].

2.2.1. BTX bilesenlerinin aerobik biyodegredasyonu

Dogada, pek ¢ok bilesik tamamen parcalanmadan 06nce, ara bilesiklere
dontstiirilmektedir. Yakit atiklarinin substrat olarak kullanilarak pargalanmasi,
organizmalarda farkli yollarla gergeklesmektedir. Dioksijenaz ve oksijenaz, organik
bilesiklerin doniisiimii ve mineralizasyonu siiresince aerobik mikroorganizmalar
tarafindan kullanilan iki temel enzimdir. iki enzim arasindaki fonksiyonel farklilik
substrata katilan molekiiler oksijenin atom sayisindan kaynaklanmaktadir. Aromatik
ve alifatik bilesiklerin ikiside monooksijenaz tarafindan substrat olarak
kullanilabilinmektedir. Dioksijenaz tarafindan kullanilan bilesikler ise sadece

aromatik bilesiklerdir [Stoner, 1993; Onbasili, 2006].

Aromatik halkasal bilesenlerin ana ara drinleri katekol ya da protokatekiettir
(protocatechuate) [Harwood ve Parales, 1996]. Katekol aerobik BTEX
degredasyonunda en genel ara Grlindur. Katekol bakterilerde benzen, toluen ve ksilen
monosiklik halkalariin baslangi¢c oksidasyonu ile olusmaktadir. Sekil 2.2°de
benzenin katekol oksidasyonu gosterilmistir. Benzen halkasina dioksijenaz enzimi ile
iki oksijen atomu katilir. Bdylece cis-benzen dihidrodiol bilesigi olusur. Cis-benzen
dihidrodiol bilesigide tekrar oksidasyona ugrayarak katekol ara iiriiniinii olusturur
[Stoner ve ark., 1993]. BTEX bilesenleri katekole doniisiirken, once siklik halka
acilmaktadir ve acilan halka degredasyonun tamamlanmasi i¢in kiiciik parcalara
ayrilmaktadir [Dagley, 1975]. Bu oksidasyon orto-fizyon (hidroksil gruplar
arasinda) ya da meta-fizyon (komsu hidroksil gruplarinda) seklinde olabilmektedir
[Cerniglia, 1984].
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HNADH+H?'
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benzene dihydrodiol

henzene

Sekil 2.2. Benzenin katekol oksidasyonu [Onbasili, 2006].

NaD*
S~

NADH
+H*

ENS

caechol

Katekollin orto-ayrilmasi Sekil 2.3’de gosterildigi gibidir. Katekolln orto-ayrilmasi

katekol 1,2-dioksijenaz tarafindan katalazlanmaktadir. Katekol 1,2-dioksijenaz

enzimiyle oksijen atomu iki hidroksil grubu bagina katilmaktadir. B-oksidasyona

katilan cis,cis-mukonik asit ile sitrik asit dongiisiine iiriin olarak katilan Asetil CoA

ve Suiksinat CoA uretilmektedir. Katekol 2,3 dioksijenaz tarafindan katalizlenmesiyle

katekolin meta-ayrilmasi gerceklesmektedir.
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Sekil 2.3. Katekoliin katabolizmasinda orto- kirilmasi metabolik yolu [Onbasili,
2006].

Katekoliin meta ayrilmasinda ise oksijen bir hidroksil grubu ile ona komsu olan
karbon arasindaki baga katilmaktadir (Sekil 2.4). Sonunda asetaldehit ve plrivata
ayrilan 2-hidroksimukonik semialdehit Uretilmektedir [Bartilson ve Shinger, 1989].
Bu enzimler plazmit tarafindan kodlanmis ya da kromozomal yapida olabilmektedir.
Bugtine kadar 2,3-dioksijenazi kodlayan {i¢ plazmit bulunmustur. Bunlar IncP-9 Tol
plazmit pWWO’da ki xylE geni, INcP-9 NAH7 plazmiti nahH geni ve Pseudomonas
sp. CF600’deki pVI150 plazmitinde bulunan dmpB genidir. Bu t¢ plazmit, nikleotit
ve amino asit sekansi arasinda ylksek derecede homoloji gostermektedir. 2,3-
dioksijenaz genleri dogada oldukc¢a yaygin bulunmaktadir [Brusa ve ark., 2001,
Nicholson, 2005].
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Sekil 2.4. Katekoliin katabolizmasinda meta-kirilmast metabolik yolu [Onbasili,
2006].

Aerobik BTEX degredasyonu farkli organizma tiirleri tarafindan gergeklestirilebilir.
Moraxella sp. [HOgn ve Jaenicke, 1972], Nocarida sp., Alcaligenes denitrificans,
Micrococcus sp. [Ridgeway ve ark., 1990], Arthrobacter sp. [Weber ve Corseuil,
1994], Rhodococcus rhodochrous [Deeb ve Alvarez-Cohen, 1999], Thermus sp.
[Chen ve Taylor, 1997b] gibi turlerin aerobik BTEX degredasyonu yaptigi
bilinmesine ragmen, en yiikksek BTEX degredasyon etkinligi Pseudomonas turleri
tarafindan yapmaktadir. [Gibson ve ark., 1970; Zamanian ve Mason, 1987; Reardon
ve ark., 2000; Brusa ve ark., 2001; Yu ve ark., 2001]. Ridgeway ve arkadaglari
benzin ile kontamine olmus sucul bir bolgedeki bakteriyel tiirlerin %86,9’unun
Pseudomonas sp. oldugunu bularak Pseudomonas’larin pargalayici tiirler arasinda
baskin tiir oldugunu desteklemislerdir [Ridgeway ve ark., 1990]. Kumar ve
arkadaglar1 Pseudomonas putida (MTCC1194) ile yapiklari calismada suslarin
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Ozellikle treme donemlerinde aktif olarak 500 mg/L konsantrasyonunda ki BTX ara
tirtinii olan katekolii degrede edebildigini tespit etmislerdir [Kumar ve ark., 2005].
Benzer olarak Onbasili ve arkadaslarinin Pseudomonas sp. ile yaptigi ¢alismada
BTX bilesenlerinin biodegredasyonun da kullanilabilecegini desteklemistir [Onbasili
ve ark., 2011].

Petrol hidrokarbonlariyla kontamine olmus deniz ekosistemlerinde Halomonas ve
Halobacillus genusuna ait mikroorganizmalarin BTX bilesenlerini biyodegre
edebildiklerini Mnif ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada gosterilmislerdir [Mnif ve
ark., 2009].

2.2.2. BTX bilesenlerinin anaerobik biyodegredasyon

BTX bilesenlerinin anaerobik olarak par¢alanmasinda anaerobik mikroorganizmalar
gorev almaktadir. Aerobik pargalanamaya gore anaerobik parcalanma streci daha
yavas hizdadir. Anaerobik sartlar altinda gerceklesen pargalanma BTEX ile
kontamine olmus yeraltt sedimentlerin temizlenmesinde 6nemli bir etmendir.
Kontaminasyon alani, kontaminasyon oncesinde aerobik olabilir; ancak degredasyon
sirasinda mikrobiyal solunum nedeniyle ortamdaki oksijen seviyesi diiser. Ortam
anaerobik olduktan sonra anaerobik solunumla gergeklesirken, bu siire¢ igerisinde

BTEX biyodegredasyonu meydana gelmektedir [Nicholson, 2005].

Toluen, etilbenzen ve ksilenin anaerobik degredasyonu hakkinda basarili ¢aligmalar
yapilmistir [Morgan ve ark., 1993; Ball ve Reinhard, 1996; Chen ve Taylor, 1997a].
Anaerobik BTEX parcalanmasi halka indirgenmesi seklinde ya da sudan gelen
oksijen atomlariyla oksidasyon ile gerceklesmektedir [Vogel ve Grbi’c-Gali’c,
1986]. Benzoik asit, fenol ve kresoller gibi BTEX bileseni olarak belirlenen pek ¢ok
oksitlenmis ara {irlin biyolojik olarak parcalanmaktadir [Vogel ve Grbi’c-Gali’c,

1986; Vogel ve Grbi’c-Gali’c, 1987; Caldwell ve Suflita, 2000; Nicholson 2005].

Anaerobik siirecin enerji bakimindan en uygun olani manganez indirgenmesidir.

Manganez oksidasyonu, BTEX pargalanmasina bagli olarak mikrobiyal azalma olan
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yeralti sularinda gerceklestigi bilinmektedir [Langenhoff ve ark., 1997]. Mn(IV)
indirgeyici ortam sartlarinda diger alternatif elektron tutuculara gore daha hizli

BTEX pargalayabildigi tespit edilmistir [Villatoro- Monzo ve ark., 2003].

Genellikle yeralti1 sularinda nitrat kontaminasyonu olmadigi siirece nitrat
bulunmamaktadir. Nitrat suda ¢oziinebilmekte ve yeralti sularma kolaylikla
eklenerek hidrokarbon kontaminasyonunun biyoremidasyonunu
guclendirebilmektedir [Ball ve Reinhard, 1996; Anderson ve Lovely, 1997]. Daha
onceki caligmalarda BTEX’in  diger bilesenleri nitrat indirgenmesiyle
iligkilendirilmesine  ragmen, benzenin giderilmesi nitrat indirgenmesiyle
iligkilendirilmemistir [Dolfing ve ark., 1990; Evans ve ark. 1991; Rabus ve Widdel
1995]. Yapilan calismalarda, mikrobiyal benzen oksidasyonunun diger elektron
alicilarinin  yoklugunda nitratin Nj’ye indirgenmesiyle eslestigi One siriilmistiir

[Burland ve Edward, 1999].

Fe (INl) indirgeyici aktiviteli petrolle kontamine olmus alanlarda, 6zellikle NTA
(nitrilotriasetik asit) ve EDTA (etilendiamintetraasetik asit) gibi Fe(lll) ¢ozebilen,
elektron alicis1 ajanlarin eklenmesiyle BTEX par¢alanmasinin en etkili sekilde
gerceklestigi kanitlanmistir [Lovley ve ark., 1996; Lovley ve Woodward, 1996;
Kazumi ve ark., 1997]. Petrol ile kontamine sucul alanlarda yapilan caligmalar,
Fe(Ill) indirgenen ortamlarda toluenin bir elektron kaynagi gibi calistigi ortaya
c¢ikmistir [Lovley ve Lonergan, 1990]. Geobacter sp.’nin., Fe(lll) indirgenen ortam
sartlarinda benzoat ve tolueni okside edebilen tek kiiltiir oldugu bilinmektedir

[Coates ve ark., 1996; Nicholson, 2005].

Cesitli alanlardan edinilen organizmalarda BTEX oksidasyonuyla stlfat rediiksiyonu
baglantilt oldugu tespit edilmistir [Lovley ve ark., 1995; Coates ve ark., 1996;
Kazumi ve ark., 1997; Chen ve Taylor, 1997a; Anderson ve Lovely 2000]. Sulfat
indirgeyici ortam sartlarinda BTEX pargalanmasi, petrol kontaminasyonu olan
sedimentte sulfat tamamen tiikkendiginde, ortama siilfat cklenerek BTEX
pargalanmasi surdirulebilinmektedir [Anderson ve Lovley, 2000; Ball ve Reinhard,
1996; Nicholson, 2005].
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2.3. Halofilik Cevreler

Halofilik ¢evreler, degisen konsantrasyonlarda tuz mineralleri igeren tuzcul
alanlardir. Diinya iizerinde denizler, tuzlalar, tuz golleri, solar tuzlalar, alkali soda
golleri, tuz magaralar1 gibi pek ¢ok halofilik alan bulunmaktadir. Halofilik ¢evreler,
sodyum kloriiriin (NaCl) doyma noktasina yakin ya da doyma noktasina ulastig
cevreler olan hipersalin bolgeleri kapsadigi gibi, NaCl doyma noktasindan daha
diisiik seviyelerdeki ilimli tuz konsantrasyonlarinin oldugu alanlar1 da kapsar.
Halofilik ekosistemler organizmalarin ¢esitligi ve habitattaki organizmalarin
metabolizma ¢esitliligi agisindan bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir [Mutlu,
2006] .

Hipersalin cevreler “Thalassohalin” ve“Athalassohalin” olmak Uzere iki grup altinda
toplanmaktadir. ~ Thalassohalin  cevreler deniz  suyunun  buharlasmasiyla
olugsmaktadirlar ve iyonik kompozisyonlar1 deniz suyunun Ozelliklerine
benzemektedir; Na" baskin katyon, Cl"ana anyondur. Ayrica deniz sular1 hafif alkali
veya notral pH’ya sahiptir. Hipersalin deniz laglnleri ve solar tuzla evaporasyon
havuzlar: bu tip gevrelere 6rnek olarak gosterilebilir. Bununla beraber, deniz suyu
sicaklikla buharlagip konsantre hale gelmeye basladiginda, NaCl doyma noktasina
ulasmadan ©nce baska mineraller de presipitasyona baslamaktadirlar (6rnegin,
CaCOg (kalsit veya aragonit) ve CaS0O,4.2H,0 (gypsum)). Bu nedenle deniz suyunun
buharlagsmasi sirasinda, iyonik kompozisyonunda degismeler meydana gelmektedir
[Mutlu, 2006]. Utah’daki Buyuk Tuz GolU’nin su kompozisyonu deniz suyuna
benzedigi i¢in Thalassohalin ¢evreye Ornek olarak verilebilir (Resim 2.1) [Oren,
2002].
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Resim 2.1. Buyik Tuz Goli (Greath Salt Lake) , Amerika [http://en.wikipedia.org/]

Diger bircok tuzlu su deniz suyundan olduk¢a farkli olan iyonik kompozisyona
sahiptir ve bunlar Athalossohalin gevreler olarak adlandirilmaktadirlar. Alkalin soda
golleri yuksek konsantrasyonda karbonat/bikarbonat icermektedir ve pH degerleri
10-11 ya da daha fazla olabilmektedir. Ornegin, Israil’deki Olii Deniz hafif asidik bir
goldiur (Resim 2.2) ve divalent katyonlar (Mg*?, Ca*?), monovalent katyonlardan
(Na", K") daha fazla bulunmaktadirlar. Bu habitatta klorid ve bromid baskin
anyonlardir ve sulfat miktar1 ¢ok diistiktiir. Diinyada baska birgok salin ve hipersalin
Athalassohalin goller mevcuttur ve bunlarin iyonik kompozisyonlar1 degisiklik
gostermektedir [Oren, 2002; Mutlu, 2006].
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Resim 2.2. Olii Deniz (Death Sea), Israil [http://d30mmglg94tgnw.cloudfront.net]

Solar tuzlalar olarak bilinen alanlar genellikle tropik ve subtropik bdlgelerde
bulunmaktadirlar. Solar tuzlalar, deniz suyundan halit (kaya tuzu) Uretimi igin
yapilmis olan yapay ve sig havuzlardir. Deniz sulari, genellikle ¢oklu havuz
sistemleri olarak kurulan havuzlara pompalanmaktadir. Havuzlarda buharlagsma ile
belli bir tuz konsantrasyonuna ulasan deniz suyu sirayla diger havuzlara
aktarilmaktadir. Her asamada havuzdaki suyun tuzluluk konsantrasyonu
yiikselmektedir. En son havuzda, halitin ¢oktiriildiigi, kristalize NaCl ile doymus
tuzlu su elde edilmektedir. NaCl kristalleri (halit), total tuz konsantrasyonu 300 g/L
tzerine ¢iktiginda olusmaktadir. Havuzlarda kalan tuzlu sular genellikle denize geri
donddrtlmektedirler ya da KCI veya diger tuzlarin eldesi icin isleme
sokulmaktadirlar. Deniz suyundan halit saturasyonuna kadar tim tuzluluk araliklarin
yansitabildikleri igin, coklu havuzlu solar tuzlalar halofilik mikroorganizma
calismalar1 agisindan ilgi toplamaktadir. Halofilik mikroorganizma arastirmalarinda
bu havuzlar en kolay ulasilabilir érnekleme alanlari olarak degerlendirilmektedir
[Oren, 1999; Oren 2002].

Alkalin hipersalin soda gollerine genellikle tropik ve subtropik kusaklarda
rastlanabilinmektedir. Bu gollerde ki en dikkat cekici 6zellik yiiksek tuzluluktan ¢ok,

su kompozisyonun alkali olmasidir. Cin ve Hindistan’daki soda g0lleri, Mono Goli
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(Kaliforniya), Magadi GOlu (Kenya), Biyik Soda Golu (Amerika) alkali hipersalin

gollerin en 6nemli temsilcileri arasinda bulunmaktadir [Oren, 2002].

Diinya {izerinde gerek kimyas1 bakimindan gerekse biyolojisi bakimindan ¢ok dikkat
ceken iki gol bulunmaktadir. Bunlar Israil’de ki Olii Deniz (Death Sea) ve
Amerika’da ki Biiylik Tuz Goli’ diir (Great Salt Lake). Biiylik Tuz Goli yaklagik
olarak 3900 km? yiiz Slgiimiinde, 10 m derinliginde, hafif bazik ve igerdigi tuzlar
bakimmdan deniz suyu kompozisyonuna yakindir. Oli Deniz 800 km?
biiyiikligiinde, 340 m derinliginde, hafif asidik ve magnezyum tuzlarinca zengindir
[Watzman, 1997]. Tiirkiye nin en biiyiik ikinci gélii olan Tuz Goli’de Tiirkiye nin

ve Dunya’nin 6nemli tuzcul alanlarindandir (Resim 2.3).

Resim 2.3. Tuz Golii (Sereflikoghisar) [http://www.gokceadaliyiz.com]

Ulkemizde denizler basta olmak iizere, Tuz Golu (Aksaray-Konya), Camaltr Tuzlasi
(Izmir), Ac1 Gol (Denizli), Seyfe Golii (Kirsehir), Salda Gélii (Burdur), Tuzla Gélii
(Kayseri), Bolluk Goli (Konya) gibi 6nemli tuzcul alan temsilcileri bulunmaktadir.
Bu halofilik bolgelerdeki biyolojik c¢esitliligin ortaya ¢ikartilmasina yonelik
calismalar yapilmaktadir [Ozcan, 2004]. Yal¢in ¢alismasinda Tuz Golii’nden izole
ettigi tiirlerin halofilik Bacillus licheniformis oldugunu bildirmistir.[ Yalg¢in, 2000].

Tuz GoOli, Kaldirm ve Kayacik tuzcul alanlarinda yapilan arastirmalarda
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Halobacteriaceae familyasina ait Haloarcula, Halorubrum ve Halobacterium arke
tiirleri izole edilmistir [Birbir ve Sesal, 2003; Birbir ve ark.2007; Mutlu, 2006]. Izmir
Camalt1 Tuzlasi’ndaki halofilik tdrlerin karakterizasyonu [Yavuztirk, 2005] ve azo
tekstil boyalarinin  biyolojik olarak giderimiyle ilgili yapilmis ¢alismalar
bulunmaktadir [Demirci, 2009].

2.4. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofilik organizmalar tuzcul habitatlarda yasayan, yiiksek tuz konsantrasyonunun
olusturdugu osmotik basinci dengeleyebilen ve tuzun organizma iizerinde yaptigi
olumsuz etkileri engelleyebilen prokaryotik ve dkaryotik organizmalardir. Halofilik
cevre sartlarinda yasayabilen ve gelismeleri i¢in yiiksek konsantrasyonlarda tuza (2-5
M NaCl) ihtiyag duyan mikroorganizmalara “Halofilik Mikroorganizma”
denilmektedir. Halofiller Diinya genelinde asir1 tuzlu ortamlarda, siklikla ¢ok yogun
tuzlu sularin bulundugu kurak bolgelerde, denizlerin derin bolgelerinde, denizden tuz
elde etmek icin olusturulmus yapay tuzlalarda ve salamura besinlerde
bulunmaktadirlar. Sahip olduklar1 6zellikler ve genis yasam alanlari, halofilleri
biyoteknolojik olarak degerli kilmaktadir [Das Sarma ve Arora, 2001; Yavuztirk,
2005].

Her organizma diisiik konsantrasyonlarda da olsa tuza ihtiya¢c duymaktadir. Buna
gore canlilart tuz ihtiyaglarma goére bes gruba ayrilmaktadir [Kushner, 1985;
Demirci, 2009]:

1. Gelismek igin %1’in altinda NaCl ihtiyac1 olan “Halofilik Olmayan”
organizmalar.

2. Gelismeleri i¢in %1-3 arasinda NaCl ihtiyaci olan “Hafif Halofilikler”.

3. Geligsmeleri i¢in %3-15 arasinda NaCl ihtiyact olan “Ilimli (Orta)
Halofilikler”.

4. Gelismeleri i¢in %15’den daha fazla NaCl ihtiyaci olan “Asir1 Halofilikler”.

5. Tuzun varliginda ya da yoklugunda gelisebilen organizmalar “Halotolerant™.
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Pek ¢ok organizma i¢in ozmotik stres 6liimciil olmasina ragmen, {i¢ ana domainin de
yiiksek tuzluluga adapte olmus iiyeleri mevcuttur [Madern ve ark., 2000]. Genel
olarak tuzluluk arttik¢a mikrobiyal gesitlilik azalmaktadir [Benlloch ve ark., 2002].
arke tiirleri yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yayginlik gosterirken, halotolerant
bakteriler ise orta derecede NaCl konsantrasyonlarinda daha baskin olduklar
belirlenmistir. Halofilik organizmalar Eucarya domaininde Archaea ve Bacteria
domainlerindeki kadar yaygin olarak bulunmamaktadir. Kiiltiire edilmis asir1 tuzcul

sartlarda yasayan lic ana domaine ait mikroorganizmalarin soy agaci Sekil 2.5°de

gosterilmistir [Nicholson, 2005].
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Sekil 2.5. %10 ve uzerindeki NaCl konsantrasyonlarinda gelisebilen farkl

domainlerdeki mikroorganizmalarin filogenetik dagilimi [Oren, 2002].
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2.4.1. Halofilik bakteriler

Halofilik bakteriler hem filogenetik hem de metabolik olarak genis bir ¢esitlilige
sahiptir. Bu nedenle Diinya’nin farkli bélgelerinden ilging halofilik bakteriler izole
edilmektedir. Bu organizmalar yasam alanlarindaki yiiksek tuz konsantrasyonundan
dolay1 hiicre duvar1 yapisi, kapsiil, flagella gibi yapilarinda degisik adaptasyonlar

gelistirmistir.

Halofilik bakterilerin tuza bagli olarak hiicre zarindaki degisiklikler, fosfolipid tipleri
diizeyinde ve lipitlerdeki yag asitleri diizeyinde oldugu bildirilmistir. Halofilik
bakterilerin pek c¢ok tirinde major polar lipitler fosfotidiletanolamin (PE) ve
fosfotidilkolin (PC)’dir. Genellikle tuzluluk arttik¢a negatif yiiklii fosfolipitler (PC,
Cl) notral fosfolipitlerin konsantrasyon seviyelerine kadar artmaktadir [Oren, 2002].
Yuzey hidrofobisitesinin hiuicre duvar: yapisi ve sitoplazmik membranin ortak bir
fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Yuksek NaCl konsantrasyonlarin da yukli
fosfolipidlerin sayica artis1, giclendirilmis hidrofilik egilimden kaynaklanmaktadir.
Hidrofilik hiicre yuzeyi yiksek tuzluluktaki suyun az oldugu ortamlarda hiicreyi su
molekilu agisindan daha gekici hale getirir ve bu sayede hiicrenin su kaybetmesini
onler [Mutlu, 2006].

Hiicre icerisindeki gaz vezikiillerine halofilik bakterilerde nadiren rastlanilmaktadir.
10-60 g/L NaCl’de gelisebilen hafif derecede halofilik olan Ectothiorhodospira
vacuolata gaz vezikiili tiretmesiyle karakterize edilmistir. Sporohalobacter lortetii
ve Orenia sivashensis gaz vezikdlleri icermemektedir, fakat endospor olusumu

sirasinda gaz vezikdlleri sentezlenmektedir [Oren, 2002; Mutlu, 2006].

Bacteria domaini pek ¢ok halofilik ve halotolerant mikroorganizmay1 filogenetik alt
gruplarda dagilmis olarak icermektedir. Proteobacteria’nin farkli kollar1 halofilik
temsilciler igermektedir, ¢ogunlukla halofilik olmayan c¢ok yakin akrabalar
bulunmaktadir. Halofiller, siyanobakteriler (Cyanobacteria) arasinda oldukga
yaygindirlar; Flavobacterium’un ~ Cytophaga  dali,  spirocheteler  ve
actinomyceteslerde halofilik cinsler mevcuttur [Oren, 2000]. Gram pozitif
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bakterilerin soyundan olan (Firmicutes) halofillerde, hem aerobikler (Bacillus ve
benzer organizmalar) hem de anaerobikler bulunur. Iki aile (familya) igeren
Halanaerobiales ordosu tek anaerobik halofilik mikroorganizma igeren takimdir
[Oren, 2001, Rainey ve ark., 1995]. Bacteria domaini Pseudomonas, Micrococcus,
Bacillus ve Vibrio’ya ait bazi cinsler tamamen tuzcul ¢evrelerde yasamaktadir.
[Traper ve ark., 1991; Nicholson, 2005]. Bakteriler daha ¢ok halotolerant gevrelerde
ya da orta seviyede tuzcul alanlarda baskin tiir olsalar da, hipersalin alanlarda
yasayan Salinabacter ruber [Antdn ve ark., 2000], Actinopolyspora halophila ve
yeni kesfedilen Candidatus salinabacter gibi asir1 tuzcul bakteri tiirleri de
bulunmaktadir [Anton ve ark., 2000; Anton ve ark., 2001].

2.4.2. Halofilik arkeler

Archaea domaini, 1977 yilinda Carl Woese ve Illinois Universitesi’nde ki
meslektaslarinin bakterilerin iligkileri hakkinda yapilan calisma esnasinda ortaya
cikmustir. Arke kingdomu Sekil 2.6’da gosterildigi gibi Euyarchaeota, Crenarchaeota
ve Korarchaeota olmak Uzere ¢ temel phylumdan olusmaktadir. Arkeler genellikle
bir mikrondan daha kiiciik canlilardir. Hiicre formlar1 bakterilere gére daha ¢ok
cesitlilik gostermektedir. Kok, basil gibi tipik formlarin yaninda ince sag¢ teli gibi
uzun, liggen, kare formlarda da bulunabilirler. Hiicre zarindaki temel lipitler gliserol
dieterleri ve gliserol tetraeterleridir. Lipitler yag asitleri icermezler. Arkeler
lipitlerinde gliserol ile hidrofobik yan zincirler arasinda eter baglari mevcuttur.
Arkelerde ki sitoplazmik zarm her iki yiizeyi de hidrofilik, i¢ kisimlar ise hidrofobik
karakterdedir. Bu bakimdan bakteri ve Okaryot zarlar1 ile aymi 6zellik

gostermektedirler [Cavicchioli, 2007].

Bakterilerde hiicre duvari yapisinda peptidoglikan tabaka varken, Arkelerde
pseudopeptidoglikan, polisakkarit, protein ve S- tabaka vardir. Pseudopeptidoglikan
tabakas1 N-asetilglukozamin ve N-asetiltalosaminuronikasit birimlerinden olusur.
Bakterilerdeki peptidoglikan baglar arasinda B-1,4 glikozidik baglar varken
pseudopeptidoglikan tabakada B-1,3 glikozidik baglar bulunur [Cavicchioli, 2007].
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Halobacterium . | Euryarchaeota

Halococcus

Natronococcus

N Sulfolobus
Crenarchaeota

Pyrodictium

Thermoproteus

Desulfurococcus

- “Korarchaeota”

Sekil 2.6. Archaea Kingdomu [Coban, 2004]

Arkeler yiiksek pH, asir1 tuzluluk, yiiksek ya da diisiik sogukluk, yiiksek basing gibi
ekstrem sartlarda hayatta kalabilmeyi basaran organizmalardir. Bu nedenle hipersalin
bolgelerde Archaea domainine ait tiirler kasimiza daha ¢ok ¢ikmaktadir. Archaea
domaininin icerisinde yer alan, Euryarchaeota’ya ait olan Halobacteriaceae familyasi
Halobacterium, Haloarcula, Halococcus, Haloferax, Halorubrum, Halobaculum,
Natronobacterium, Natronococcus, Natrialba, Natromonas cinslerine ait olan
halofilik karakterdeki Archaea tiirlerini barindirir. Haloferax, Haloarcula, Halobrum
ve Halobacterium’ un tiirleri Ispanya’daki tuzcul gollerden siklikla elde edilmektedir
[Benlloch ve ark., 2001]. Natrialba magadii, Halorubrum vaculoattum ve
Natronococcus occultus gibi alkalifilik halofilik arkeler Kenya Magadi Golii’nde
bulunmustur [Grant ve ark., 1999; Nicholson, 2005]. Tiirkiye’de yapilan

calismalarda ise Tuz Goli’'nde Haloarcula, Haloferax, Halorubrum ve
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Halomicrobium cinslerine ait halofilik arke tiirleri izole edilmistir [Mutlu, 2006].
Yapilan ¢aligmalarda Haloarcula cinsine ait tiirlerin Tiirkiye’de ki tuzcul alanlarda

en yaygin olarak karsilasilan tiir oldugu bildirilmistir [Birbir ve ark., 2007; Birbir ve
Sesal, 2003].

2.4.3. Halofilik 6karyotlar

Eucarya domaininin halofillik temsilcileri diger domainlere gore azdir. Buna ragmen
hemen hemen her hipersaline gevrede bulunan ve bir yesil alg olan Dunalliella,
Eucarya domainine aittir. Bu alg Olii Deniz’de ki ve diger tuzcul gollerde ki ana ve
tek primer dreticidir. Dunaliella’nin farkl tiirleri vardir ve bazilari uygun sartlarda
yuksek miktarda f-karoten sentezlemektedir. Dunaliella gercek bir halofilikten daha
cok halotoleranttir; ¢ogu susu farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisebilir. Tuzcul
alanlarda makroorganizmalar da bulunmaktadir; tuzlu su karidesi Artemia bu tarz

makroorganizmalara 6rnek olarak verilebilir [Oren, 2002].

Incelenen biitiin omurgalilar arasindan birkag organizmanin asir1 tuzlu sartlari ve ¢ok
yuksek tuzlulugu tolere edebilir. Yiiksek tuzlulugu tolere edebilen omurgalilara
ornek olarak Tilapia sp. (Talipya baligi) (1 mol/L NaCl) gosterilebilir. Atriplex
halimus ve Mesembryanthemum crystallinum (buz ¢igegi) gibi ¢esitli zorunlu ve
fakultatif halofilik bitkiler orta derecede tuzlu topraklarda yasamaktadir. Ayrica ¢ok
sayida omurgasizin da asir1 tuzcul alanlarda yasadiklar1 bilinmektedir. Ornek olarak
Keratella quadrata, Brachionus angularis, Macrostomum sp., Diacypris compacta,
Robertsonia salsa, Cypridis torosa, Paracyprideinae ssp., Nitocra lacustris
Reticypris herbsti gosterilebilir. Boceklere ¢rnek olarak da Ephydra hians, E.
gracillus verilebilir. Maya ve diger mantarlar kemoheterotrofik hiicre duvarli
okaryotlardir ve bazilar1 asir1 tuzlu ortamlara iyi adapte olmuslardir. Basipetospora
halophila, Polypaecilum pisce ve Cladosporium glycolicum halofilik fungilerdir.
Denizlerden izole edilen Debaromyces hansenii ise aerobik, halotolerant mayalara

ornek olarak verilebilir [DasSarma ve Arora, 2001].
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2.5. Halofilik Mikroorganizmalarin Osmotik Adaptasyonlar:

Her organizma yasayabilmek icin tuza ihtiya¢ duyar, ancak halofilik organizmalar
yiiksek tuz konsantrasyonlarina ihtiyag duymaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonlari
ise yliksek turgor basincina neden olmaktadir. Mikroorganizma hangi ortamda
yasarsa yasasin hiicre sitoplazmasini dis cevre ile izotonik tutmak zorundadir.
Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar ortamdaki yiiksek osmotik basinca karsi
farkli adaptasyonlar gelistirmislerdir. Bu adaptasyonlardan ilki hicre ici tuz
konsantrasyonunun en az g¢evresiyle esdeger seviyede olmasini saglamaktir. Hiicre
icerisinde K*, Na" veya CI gibi inorganik iyonlar biriktirilerek osmotik denge
saglanmaya caligilir [Oren, 2002]. Enerji bakimindan bu yontem daha verimlidir.
Ancak halotolerant bakterilerde K* birikiminin {ist limiti 400 mM’dir. Halofilik
bakterilerde NaCl birikiminin #st smri, 5 M’dir. Bunun istinde bir tuz
konsantrasyonu bakterilerde ikincil cevabin gelismesine neden olmaktadir
[Nicholson, 2005]. Istisnai olarak halofilik arkelerin ve asir1 halofilik bakterilerin
baz1 tiirleri dis ortamdaki NaCl miktartyla ayni oranda KCI biriktirdikleri
bilinmektedir [DasSarma ve Arora, 2001].

Osmotik strese karsi gelisen adaptasyonlardan ikincisi ise hiicre igerisinde osmotik
cozlnenlerin (compatible solute) biriktirilmesidir. Bu osmotik c¢dzinenler hiicre
icinde kullanilabilir 6zellikte olan organik maddelerdir. Halofiller tarafindan osmotik
¢oziinen olarak biriktirilen maddelerden bazilar1 aminoasitler, glisin, betain, ektoin,
sukroz, trehaloz ve gliseroldir [DasSarma ve Arora 2001]. Bu adaptasyonda
kullanilmak iizere pek ¢ok mikroorganizma sadece tek bir osmotik c¢oziicii
bulundurmaktansa bir farkli organik c¢oziiciiliileri bir arada bulundurmay: tercih
etmektedir [Galinski, 1995]. Bu adaptasyon mikroorganizmalarin birebir yiiksek tuz
konsantrasyonundaki c¢evreden korunmak ig¢in degil, hiicrenin aniden degisen
kosullara kars1 gelistirdigi bir mekanizma olarak diisiliniilebilir. Osmotik ¢oziiciiyle
osmotik basinct ayarlama mekanizmasinin her ii¢ domainde de bulundugu
diistintilmektedir [Mutlu, 2006]. Hiicre icerisinde hiicrenin ihtiyact olan organik
molekiilleri karsilamak i¢in devam eden glisin betain katabolizmasi, osmotik

basincin artmasiyla bloke edilir, boylece organik ¢oziiniirlerin yikimi engellenir ve



25

osmotik basing dengelenir [Oren, 1999]. Bacteria domaininde en ¢ok kullanilan
organik c¢ozicu glisin betain (6zellikle fotosentetik prokaryotlar tarafindan
sentezlenir) ve ektoindir. Archaea domaininde osmotik ¢ozlct olarak biriktirilen 2-
sulfotrehalos ~ gibi  ¢oziinenlerin ~ kullanimi ~ Natronococcus  occulutus,
Natronobacterium gregoryi, Natrialoa nagadii ve Natronomonas pharaonis

tiirlerinde ve tiim Halobacteriales iiyelerinde belirlenmistir [Oren, 2002].

2.6. Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmalarin Organik Kirleticileri

Biyodegredasyonu

Halofilik organizmalarin metabolik ¢esitliligi fenotipik ¢esitlilikleri kadar gelismistir.
Cogu mikrobiyal islem diisiik tuz konsantrasyonlarindan yiliksek tuz
konsantrasyonlarina degisik araliklarda meydana gelebilir. Mikroorganizmanin
primer ya da sekonder mekanizmasi, ortam sartlarina ve organizmanin
gereksinimlerine gore sekillenmektedir. Biyodegredasyon ve biyoremidasyon
uygulamalarinda kullanilacak olan organizmalar bu ozelliklere dikkat edilerek
se¢ilmektedir. Yani tuzcul bir ortamdaki organik kirletici kontaminasyonlarinin
biyolojik olarak giderilmesinde, halofilik ya da halotolerant olmayan bir organizma
yikksek tuzlulugun getirdigi osmotik strese, su ve besin azligina cevap
olusturamayacagi i¢in biyodegredasyon ve biyoremidasyon uygulamalarinda
kullanilamamaktadir. Bu gibi habitatlarda organik kirleticileri parcalama
metabolizmasina sahip halofilik ve halotolerant organizmalar kullanilmaktadir

[Margesin ve Schinner, 2001] .

Endiistriyel islemlerin sonucu olusan atik sular, petrol ¢alismalarinda olusan atiklar,
cesitli nedenlerden kaynaklanan aromatik bilesenlerin dogaya sizintilar1 denizel
ekosistemler gibi tuzcul alanlari olumsuz etkilemektedir. Denizel ekosistemlerde
besin ve fosfor azligi, tuzluluk oranlar1 gibi sebepler degredasyon metabolizmasi
olan mikroorganizmalarin gelisimini kisitlayici faktorlerdir. Buna ragmen siirekli
olarak kontaminasyona maruz kalan bolgelerde degredasyon metabolizmasina sahip
organizmalarin kirletici unsurlar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanma yetisi

arttig1 gozlenmistir [Bragg ve ark., 1994; Nicholson, 2005]. Duzenli olarak



26

kontaminasyona ugrayan tuzcul bolgelerden alinan 6rnekler, baska bir tuzcul alanin

iyilestirilmesinde kullanilabilirler.

Bakterilerin ¢cok yuksek tuzlulukta bile petrol hidrokarbonlarini pargalayabildikleri
gosterilmistir. Tunus’da ki agik deniz petrol sahasinda yapilan ¢alismada Halomonas
sp. C2SS100 susunun ham petroll pargalayabildigi tespit edilmistir [Mnif ve ark.,
2009]. Arkeal, Halobacterium ve Halococcus cinslerine ait bazi tiirlerde petrol

hidrokarbonlarini pargalayabildigi bildirilmistir. [Al-Mailem ve ark., 2010].

Tuzcul cevrelerdeki organizmalardan Pseudomonas sp. ADP susunun atrazini
[Shapir ve ark., 1998], Marinobacter hydrocarbonoclasticus 'un eikozan [Fernandez-
Linares ve ark., 1996], Halomonas elongat’in 2,4-diklorofenoksatik asit [Maltseva ve
ark., 1996], ve Alteromonas’a ait bazi suslarin organofosfor bilesenlerini [DeFrank
ve Cheng, 1991] iceren pek cok bilesigi pargalayabildigi bilinmektedir. Halofilik
Methylomicrobium sp. %2-6 tuzlulukta trikloroetileni (TCE) okside edebilmektedir
ve deniz Kirliliklerinin giderilmesinde kullanilabilecegi ifade edilmektedir [Fuse,
1998; Nicholson, 2005]. Aromatik bilesiklerle kontamine olmus tuzcul cevrelerde
halofilik bakterilerin katabolik roliinii Garcia ve arkadaslar1 tarafindan arastirilmis ve
Halomonas sp.‘nin tuzlu fenolik atik sularin temizlenmesinde kullanilabilecegi
bildirillmistir [Garcia ve ark., 2005a]. Lefebvre ve meslektaslar1 deri isleme atik
suyunun biyolojik olarak temizlenmesi i¢in halofilik mikroorganizmalar

onermislerdir [Lefebvre ve ark., 2005].

Yiiksek tuzluluktaki cesitli bolgelerden izole edilen Haloferax volcanii, Halococcus
morrhuae, Halobacterium salinarum ve Haloarcula marismortui arke tdrleri p-
hidroksibenzoik asiti (pHBA) biyodegrede edebilmektedir [Cuadros-Orellana ve ark.,
2006]. Halomonas cinsine ait olan Halomonas salina ve Halomonas halophila
benzoik asit, pHBA, fenol, ferulik asit ve p-aminosalisilik asit, salisilikasit fenilasetik
asit gibi bircok organik Kirleticiyi parcalayabilmektedir [Garcia ve ark., 2004c].
Ekstrem halofilik arke olan Haloterrigena sp.H13 susu sahip oldugu metabolik ve
genomik oOzelliklerinden dolayr 1,2-dikloroetan, naftalin, y-hekzaklorahekzan, 1-/2-
metilnaftalin ve benzoat degredasyonunda kullanilabilecegi bildirilmektedir [Ding ve
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Lai, 2010]. Uyuni (Bolivya), Sili ve Kabo Rojo (Porto Riko), Sabkhas (Suudi
Arabistan) ve Olii Deniz (Israil)’den izole edilen 10 Haloarchaea susu ile yapilan
calismada, izole edilen suslarin %20 NaCl konsantrasyonunda benzoik asit, pHBA
ve salisilik asit (her birinden 1,5 mM) ile polisiklik aromatik hidrokarbonlar, naftalin,
anthracen, fenantheren, piren ve benzo[a]anthrasen (her biri 0,3mM) maddelerinden
olusan karisimi degrede edebildigi gosterilmistir [Bonfa ve ark., 2011]. Ayrica
Halobacterium salinarium’un izopropil alkol’ii (IPA) pargalayan enzimlere sahip
oldugu bildirilmektedir [Ha ve ark., 2007].

Tekstil azo boyalarinin Halomonas cinsine ait baz tiirlerin biyodegredasyonu sonucu
giderilebildigi yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir [Asad ve ark., 2007]. Baska bir
caligmada ise benzer olarak, kimyasal atik iceren kiy1r sedimentlerinden izole edilen
Halomonas sp. susunun optimal 30 °C’ de pH 6,5-8,5 arasinda ve %10-20 (v/v) tuz
konsantrasyonunda, farkli azo boyalarin1 24 saat iginde %90’ {izerinde biyolojik

olarak uzaklastirdigini géstermislerdir [Guo ve ark., 2008].

2.6.1. Halofilik mikroorganizmalarin BTX biyodegredasyonu

BTX bilesiklerini degrede edebilecek metabolizma ve enzimlere sahip olan
mikroorganizmalar, bu bilesenleri daha kolay kullanabilecekleri g¢esitli bilesiklere
donustiirtirler. Tuzcul alanlarda olusan BTX kontaminasyonlarinin giderilmesi i¢in
halofilik ya da halotolerant mikroorganizma faaliyetlerine ihtiya¢ bulunmaktadir.
Ozellikle agik deniz petrol arama sahalar1, gemi kazalari, tanker sizintilari, kentsel ve
endiistriyel atiklarin denize kontrolsiiz desarji gibi sebeplerle petrol ve petrol
hidrokarbonlar1 (BTX) ile kontaminasyona en ¢ok maruz kalan deniz sistemlerinde
bu  kirleticileri  elemine  edecek, ortam = sartlarindan  etkilenmeyecek

mikroorganizmalarin belirlenmesine ihtiyag vardir.

Monosiklik aromatik hidrokarbon olan BTX bilesenlerinin degredasyonu ile ilgili
yapilan caligmada yiiksek tuz konsantrasyonlarinda Marinobacter
hydrocarbonoclasticus ve Marinobacter sp.’nin benzen, toluen ve ksilen {izerinde

gelisebilirken, Marinobacter vinifirmus tolueni tek karbon ve enerji kaynagi olarak
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kullanabildigini bildirilmistir [Berlendis ve ark., 2010]. Ekstrem halofilik bakteri
olan Arhodomonas sp. seminole susu ve Arhodomonas sp.rozel susunun benzen ve
tolueni yiksek tuzlulukta ( 0,5-4 M NaCl) karbon ve enerji kaynagi olarak kullandigi
bilinmektedir [Dalvi ve ark., 2012]. Yine Dogu Cin Deniz’inde yapilan bir ¢alismada
Marinobacter, Prolixibacter, Balneola, Zunongwangia, Halobacillus cinsleri
kullanilarak BTX bilesenlerinden, 120 mg/L tolueni 5 giinde degrede edildikleri
bildirilmistir [Li ve ark., 2012]. Chennai gemi limanindan (Hindistan) alinan deniz
suyundan izole edilen halotolerant Ochrobacterum sp., Enterobacter cloacea ve
Stenotrophomonas maltophilia bakteriler ile yapilan g¢alismada, 60 g/L NaCl
konsantrasyonunda 4 giin igerisinde %74 oraninda polisiklik aromatik bilesenleri

parcalayabildigi gOsterilmistir [Arulazhagan ve ark., 2010].

Halofilik arkelerin BTX bilesenlerini par¢alamasi hakkinda ¢ok kisith bilgi
bulunmaktadir. Bir ¢alismada, Kandla (Hindistan) hipersalin bdlgesinden izole edilen
ve %25 NaCl konsantrasyonunda gelisen Halobacterium sp. SP1, Haloarcula sp.
SP2 ve Haloferax sp. SP1 arkeleri ile organik ¢ozuctlere (toluen, ksilen, n-dekan, n-
dodekan, n-undekan) tolerans: arastirilmistir. Calisma sonucunda ise Halobacterium
sp. SP1’in Haloarcula sp. SP2 ve Haloferax sp. SP1’e goére organik ¢ozicllere daha

toleransl oldugu bulunmustur [Akolkar ve ark., 2008].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de bulunan ¢esitli halofilik alanlardan alinan Grnekler
kullanilmistir. Numune aliminda sivi-kat1 yakit atiklar1 ile kontamine olmus denizler
ve sulak bolgeler secilmistir. Kalei¢i Yat Limani1 (Antalya-Akdeniz), Patara Sahili
(Antalya-Akdeniz), Izmir Limani (Izmir-Ege Denizi), Ayvalik Yat Limam
(Balikesir- Ege Denizi), Avcilar vapur iskelesi civari (Istanbul- Marmara Denizi),
Silivri Limani (Istanbul-Marmara Denizi), Eminonii-Galata Kopriisii civari (Istanbul-
Marmara Denizi), Gebze Limani (Kocaeli- Marmara Denizi), Amasra Limani
(Bartin- Karadeniz), Trabzon Limami1 (Trabzon-Karadeniz) ve Tuz Golii’'nden
(Sereflikoghisar-Sulak Alan) 6rnekleme yapilmistir. Her numune en az 500 mL

olmak Uzere koyu renk siselere alinmistir.

3.1.1. Numunelerin tuz konsantrasyonu ve pH’larmin belirlenmesi

Caligmada kullanilmak tizere Tirkiye’nin farkli bolgelerinde ki denizlerden ve Tuz
Goli’nden alinan su 6rneklerinin igerdikleri NaCl oranina benzer oranda besiortami
hazirlanabilmesi i¢in, NaCl oram1 Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii’'nde alevli atomik absorbsiyon spektrofotometresi (VARIAN marka,
AA240FS model) kullanilarak belirlenmistir. Farkli bolgelerden alinan su
numunelerinin pH degerleri, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji

laboratuvarinda Metler Toledo marka pH metre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.1.2. Arastirmada kullamlan besiyerleri

Calismada, izole edilen mikroorganizmalarin bulunduklart numunelerdeki tuz
konsantrasyonlarinin esdegeri tuzlulukta besiyerleri kullanilmistir. Besiyerlerinin kati
formunun hazirlanilmasinda besiyerine  %1,5 Agar (Merck) eklenilmistir.

Numunelerin alindig1 ortamdaki pH 6l¢iilmiis ve bu 6lgim sonucunda belirlenen pH
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araligina uygun pH, 3 M HCI ve/veya 3 M NaOH ile ayarlanarak, otoklavda
121°C’da 15 dakika sterilizasyonu yapilmaistir.

Calismada Medyum A, Medyum C, P1, %20 Sea Water (SW) ve %25 Sea water
(SW) besiyerleri izolasyon sirasinda, Medyum A, Medyum C, %20 Sea Water (SW)
ve %25 Sea water (SW) besiyerleri biyokimyasal deneylerde kullanilirken, Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degerlerinin belirlenmesinde Medyum A ve
Medyum C besiyerleri kullanilmistir. Mineral Salt Medium (MSM) ise

biyodegredasyon yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmisgtir.

Medyum A

NaCl 250 g
KCI 50
MgCl,.6H,0 5¢
NH,CI 5¢

Yeast Ekstrakt 109
Distile Su 1L
[Oren, 1999]

Medyum C

NaCl 1759
MgCl,.6H,0 20 g
K,SO, 5¢
CaCl,.2H,0 0,19
Yeast Ekstrakt 590
Distile Su 1L

[Oren, 1999]
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P1 Besiyeri

NaCl 409
NH,CI 39
Fenol 0,800 ¢
K,HPO, 0,6409
Yeast Ekstrakt 0,500 g
MgS0O,.7H,0 0,200 9
KH,PO, 0,160 g
CaS0,4.2H,0 0,050 g
Na;Mo00,4.2H,0 0,0104g
FeS0,4.7H,0 0,003 g
Distile su 1L

[Munoz ve ark., 2001]

%20 Sea Water (SW)

NaBr 0,520 ¢
HnaCOj3 0,134 ¢
KCI 4,000g
CaCl, 0,5780 ¢
MgS0O,.7H,0 39,594 ¢
MgCl,.6H,0 27,654 g
NaCl 156 g
Distile su 1L

[Rodriguez-Valera, 1985]
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%25 Sea Water (SW)

NaBr 0,650 ¢
HnaCO; 0,167 g
KCI 5,000 g
CaCl, 0,723 g
MgS0,.7H,0 49,492 g
NaCl 195¢g
Distile su 1L

[Rodriguez-Valera, 1985]

Mineral Salt Medium ( MSM)

NaCl 200 g
MgCl, 0,50 ¢
KH,PO, 0,45¢
K,HPO, 0,90 g
NH,CI 0,30 g
KCI 0,30¢
Distile Su 1L

[Nicholson, 2005]

3.2. Metot

3.2.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve muhafazasi

Farkli yerlerden alinan su 6rnekleri 151k ve 1sidan uzak tutularak en kisa sitirede Gazi
Universitesi Fen Fakiltesi Biyoteknoloji Laboratuvara getirilmistir. Steril kabin
icerisinde, steril 250 mL’lik erlenlere, icerisinde steril 110 mm por ¢apli Whatmann
No 1 (Schleicher&Schuell) kagidi konulan cam huniler yerlestirilmistir. Su 6rnegi
icerisinde bulunan makromolekilleri uzaklastirmak amaciyla 1 mL su Ornegi,
Whatmann kagidindan siizdiiriilerek erlende toplanmistir [Elgin ve ark., 2004].
Numunenin alindigi ortamdaki suyun tuz konsantrasyonuna uygun tuz igeren Ve

numunenin alindig1 suyun pH’sina uygun pH’s1t olan 50 mL izolasyon besiyerleri



33

hazirlanmistir. 1 mL su 6rnegi ile 50 mL besiyeri karistirilarak 30 °C ve 37 °C’ lerde
inkiibasyona birakilmistir. 5-14 gun inkiibasyon sonunda olusan tek koloniler
alinarak ardisik ¢izgi ekimlerle saf kiiltiirler haline getirilmistir. Saf kiilttirler %15°1ik
gliserol stoklar1 (cryo tiip) igerisinde -80°C’ de ve liyofilize formda muhafaza

edilmistir [Mutlu, 2006].

3.2.2. 16S rDNA dizi analizi

Molekiiler ¢aligmalar ve DNA dizi analizleri Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji

Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (MOBAM) yapilmistir.

DNA izolasyonu

Uygun sivi besiyerine aktarilan tek kolonilerin iki kez aktiflestirilmis kiltiirleri
kullanilmistir. Inkibasyon sonunda kiiltirler %0,875 NaCl iceren 5 mL Serum
Fizyolojik (SF) igerisinde iki kez yikanmustir. izolatlarn DNA’s1 Genomic DNA
purification kit (Fermentas) ile izole edilmistir. DNA’larin saflik ve miktar tayini
Epoch Take3 Plate (Biotek) cihazinda (Age/Azg0) Olglimleri yapilarak
gerceklestirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

DNA izolasyonu yapilmis olan izolatlarin 16S rRNA bolgesine 0zgl primerler
kullanilarak, 16S rDNA bélgesi PZR ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan bolge; halofilik
bakteriler icin 1492 bp uzunlugunda iken halofilik arkeler igin 1500 bp
uzunlugundadir (Cizelge 3.1). Safligi (OD 260/280) 1,54-2,17 arasinda degisen
DNA’lardan, DNA miktar1 100 ng/pL olacak sekilde PZR (Veriti™ Thermal Cycler,
Applied Biosystems) yapilmistir. PZR {rlnleri elektroforez ile goriintilemeye

alinmis hemen ¢alisilmayacak 6rnekler -20°C’ye kaldirilmistir.

izole edilen DNA’lardan kahp DNA olarak 2 pL ahnarak PZR karigimina
eklenmistir. Ayrica bu karisima 10X PZR tamponu (300 mM Tris-HCI pH 9,0), 300
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mM K" ve NH, tuzlari), 25 mM MgCl,, 10 mM dNTP, 0,5 uM ileri ve geri primeri,
Tag DNA polimeraz ve Onceden hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son
hacim 50 uL olacak sekilde ilave edilmistir. Bu reaksiyonda kullanilan malzemelerin
konsantrasyon ve miktarlar1 Cizelge 3.2’ de verilmistir. Ornekler termal déngu
cihazinda ilk denaturasyon igin 94°C’ de 4 dakika bekletildikten sonra, her bir dongu
sirastyla 95°C” de 30 saniye, 55°C’ de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye olacak sekilde,
35 dongl calisilmistir. Son olarak érnekler 72°C de 10 dakika bekletilerek PZR
sonlandiriimistir. PZR reaksiyonunun gerceklestirildigi program Cizelge 3.3’ de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Primer sekanslari, optimal baglanma sicakliklar1 ve hedeflenen bolgeler

. . Tm Cogaltilan
Primerler Dizi
Sicakhigi Bolge
A109-F 5" _ ACKGCTCAGTAACACGT - 3°
a
Univ-1492R 5"~ GGTTACCTTGTTACGACT - 3’ 35°C 1500 bp
Univ-27F 5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCA - 3’
, 56 °C 1492 bp °
Univ-1492R 5"~ GGTTACCTTGTTACGACTT - 3’

a: Arke orneklerinin tanimlanmasinda kullanilan primerler
b: Bakteri 6rneklerinin tanimlanmasinda kullanilan primerler

Cizelge 3.2. PZR reaksiyonunda kullanilan malzemelerin konsantrasyon ve miktarlari

PZR Reaksiyonu Reaksiyonda Kullanilan Miktar
Kalip DNA 100 ng

10X PZR tamponu 5uL

25 mM MgCl, 5uL

10 mM dNTP (her biri 2,5 mM) 5uL

0,5 puM ileri primeri (F) 2,5 uL

0,5 uM geri primeri (R) 2,5 uL

Taq DNA Polimeraz (5 u/ pL) 0,25 uL

Toplam hacim 50 pL
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Cizelge 3.3. PZR reaksiyonunun ger¢eklestirildigi program

PZR Programi Sdre

94 °C (6n denatiirasyon) 4 dakika

95 °C (denatlrasyon) 30 saniye

55 °C (baglanma) 30 saniye 5 dong
72 °C (uzama) 30 saniye

72 °C (final uzama) 10 dakika

Calismada negatif kontrol olarak PZR karisimina genomik DNA yerine su konularak

calisilmistir.

PZR iiriinlerinin elektroforezi

PZR Urilinleri %2’lik agaroz jelde, 1XTAE (Tris Asetat ) tamponu kullanilarak
yiriitilmistir. Jeller Bio Spectrum Imaging System, Model 310 (UVP) cihaz ile

goruntilenmis ve bantlar fotograflanmistir.

DNA dizi analizi

Sekans analizi Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde (MOBAM), genetik analizator (Genetic Analyzer 3130 - Applied
Biosystems) cihaz1 ile yapilmistr. Analiz sonuglari Blast fonksiyonu ile NCBI
(National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi’nda taranarak

molekiiler tanimlama yapilmistir.

3.2.3. Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi ve gelistirilmesi

Calismada, izolasyon yapilabilen Medyum A ve Medyum C besiyerleri
kullamlmistir. izolatlar, izole edildigi uygun besiyeri ve sicaklikta inkiibe
edilmislerdir. Deniz kaynakli izolatlar Medyum C besiyerinde gelistirilirken, Tuz
Goli  kaynakli  izolatlar ~ Medyum A besiyerinde  gelistirilmistir.
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3.2.4. Morfolojik ve biyokimyasal testler

Gram boyama

Halofilik mikroorganizmalar Gram boyama ig¢in, lam iizerine alinmis ve %?2’lik
asetik asit ile 5 dakika muamele edilerek lama tespit edilmistir. %0,25’lik kristal
viyole ile 3 dakika, lugol ile 1 dakika, alkol ile 10 saniye ve safranin ile 1 dakika
boyanmistir. Ara yikama asamalart %20°lik NaCl ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir
[Mutlu, 2006]. Boyama sonrasi 1sik mikroskobunda koyu mor (menekse) renkli
gorinen  mikroorganizmalar Gram (+), acik pembe renkli  gorlinen

mikroorganizmalar ise Gram (-) olarak belirlenmislerdir.

NaCl’ de gelisme

Suslarin gelismelerinde ihtiyaglar1 olan NaCl konsantrasyonunun belirlenmesi igin
%0, %3, %8, %10, %15, %20, %25 ve %30’luk NaCl iceren besiyerine ekilmistir ve
uygun sicaklikta 5-14 giin inkiibasyon sonrasinda gelisme durumlari incelenmistir

[Anton ve ark., 2002].

Farkl: sicaklik derecelerinde gelisme

Suslar, %20 SW agar ve %25 SW agar besiyerine ekildikten sonra 25°C, 30°C, 37°C,
45°C ve 55°C’lik etiivlerde inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasi her susun

farkli sicakliklardaki gelisme durumu belirlenmistir [Anton ve ark., 2002].

pH direncinin belirlenmesi

Suslar pH’s1 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 10°a ayarlanan %20 SW ve %25
SW besiyerlerine inokiile edildikten sonra 5-14 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda her susun farkli pH’larda ki gelisme durumu
degerlendirilmistir [Mutlu, 2006].
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Kazein hidrolizi

Bu test, siitiin proteinini olusturan ve kolloidal karakterde bulunan kazeinin,
bakterilerce sentezlenen, proteolitik ve ekstraselliler bir enzim olan proteaz
tarafindan hidrolize edilebilme yeteneklerini belirlemek ic¢in yapilmistir. Bu
calismada, Tomlinson ve Hochstein’in kazein hidrolizi deneyi modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. %0,15 oranindaki Skim Milk Powder (Merck) 121°C’de 5 dakika
ayn steril edilmis ve agar besiyerleri 121°C’de 15 dakika sterilizasyon sonrasinda
50°C’ye kadar sogudugunda aseptik kosullarda her iki besiyeri birlestirilmistir. Skim
Milk Powder iceren Medyum A agar ve Medyum C agar besiyerlerine suslar inokile
edilerek inkiibasyona birakilmigtir. 5-14 giin inkiibasyon sonrasinda %1 HCI
kullanilarak kazein hidrolizi belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak Bacillus subtilis
ATCC 6633 ve negatif kontrol olarak Escherichia coli ATTC 11229 bakterilerinin
taze kiiltiirleri kullanilmistir [Tomlinson ve Hochstein, 1976; Ozcan 2004].

Jelatin hidrolizi

Jelatin bir proteindir. Diger proteinler gibi, proteolitik enzimlerle daha kiigiik
molekiil agirlikli peptitlere hidrolize edilebilmektedir. Jelatinin bu 6zelliginden
yararlanilarak, mikroorganizmalarin proteolitik enzimlerin varligini arastirmada
kullanilmaktadir Bu test mikroorganizmalarin jelatini hidrolize eden jelatinaz
enziminin sentezleme yeteneklerini 6l¢mek i¢in yapilmistir [Elgin ve ark., 2004].
Jelatin hidrolizi, %10 jelatin igeren Medyum A ve Medyum C agar kullanilarak test
edilmigtir. Jelatin hidrolizini degerlendirmek i¢in jelatinli besiyerleri 121°C’de 15
dakika steril edilmis ve petrilere dagitilmistir. Agar tizerine nokta halinde inokile
edilen izolatlar, optimum sicaklikta 5-14 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kolonilerin etrafinda goriilen seffaf zonlar jelatin pozitif olarak kabul
edilmistir. Pozitif kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve negatif
kontrol olarak Aeromonas sp. I06 bakterilerinin taze kiiltiirleri kullanilmigtir
[Gonzales ve ark.1978; Yavuztlrk 2005].
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Tween 80 hidrolizi

Mikroorganizmalarin lipolitik aktivitesini belirlemek amaciyla Tween 80 hidrolizi
testi yapilmistir. Bu amagla % 0,1 Tween 80 iceren Medyum A ve Medyum C kati
besiyeri 121°C’de 15 dakika steril edilmistir ve petrilere dagitilmistir. Agar iizerine
nokta halinde inokiile edilen izolatlar, optimum sicaklikta 5-14 gin inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kolonilerin etrafinda goriilen seffaf zonlar

Tween 80 hidrolizi pozitif olarak degerlendirilmistir [Yavuztiirk, 2005].

Nisasta hidrolizi

Homopolisakkarit olan nisastanin, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
ekstraselltler bir enzim olan amilaz tarafindan hidrolizini ortaya koymak amaciyla
bu test yapilmistir. Nisasta hidrolizi, %1 oraninda ¢oziiniir nisasta igeren Medyum A
agar ve Medyum C agar besiyerleri 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Suglar
agar lizerine kiime halinde inokiile edilmistir. 5-14 giin inkiibasyon sonrasinda Lugol
ayiract kullanarak nisasta hidrolizi yapanlar ayirt edilmistir. Etraflarinda seffaf beyaz
zon olusturanlar nigasta hidrolizi pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif kontrol
olarak B. subtilis ATCC 6633 ve negatif kontrol olarak E.coli ATCC 11229

bakterilerinin taze kiiltiirleri kullanilmistir [Ozcan, 2004].

Nitratin nitrite indirgenmesi ve gaz olusumunun saptanmasi

Bazi mikroorganizmalar nitrati nitrite rediikte ederek nitrite ve daha ileri
reaksiyonlara amonyak ve nitrojen gazina aynistirirlar  (denitrifikasyon).
Mikroorganizmalarin tiirlerini ayirt etmede siklikla kullanilan bir testtir. Nitratin
ayrismasi  sonucu olusan iriinler mikroorganizmalarin  karakterine  gore
degisebilmektedir. Bu reaksiyonlar sonucu, nitrojen gazi, nitrik oksit (NO), nitroz
oksit (N2O), hidrokilamin gibi hicre iginde metabolize edilerek nikleik asit ve
proteinlerin yapiminda kullanilan maddeler tesekkiil etmektedir. Nitratin nitrite
indirgenmesi ve gaz olusumunun gdzlenmesi i¢in igerisinde %1 oraninda KNOj3

iceren Medyum A ve Medyum C sivi besiyerleri 5’er mL kapakli cam deney
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tiplerine dagitilmistir. Cam tiiplerin igerisine gaz olusumunun var olup olmadigini
gozlemek i¢in icinde hava kalmayacak sekilde Durham tiipleri konulmustur.
121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra izolatlar besiyerlerine inokile
edilmistir. 5 ve 14 giinlik kiiltiirlere %] siilfanilik asitten 3 damla ve %0,6 a-
naftol’den 2 damla eklenerek ortamdaki nitritin varligr test edilmistir. Kirmizi-
pembe renk pozitif nitrat rediksiyonu olarak kabul edilmistir. Durham tiiplerinde
hava birikiminin olup olmadig: takip edilmistir [Tomlinson ve Hochstein, 1976;
Ozcan, 2004].

Indol testi

Kiiltlirlerin triptofan1 enzimatik olarak hidrolize ugratip indol, piriivik asit ve
amonyak olusturup olusturmadigini anlamak igin yapilmistir. icerisinde %1 triptofan
bulunan Medyum A ve Medyum C sivi besiyerleri kapakli cam tiiplere 5’er mL
dokiilmiistiir. Besiyerleri 121°C’de 15 dakika steril edilerek inkiibasyona
birakilmigtir. 10 giinliik inkiibasyon sonrasinda besiyerine 3-5 damla Kovaks ayiraci
damlatilmigtir. Kovaks ayiraci ile muamele sonrasinda kirmizi- pembe renk indol
pozitif kabul edilirken, altin saris1 renk indol negatif kabul edilmistir. Pozitif kontrol
olarak E. coli ATCC 11229 bakteri kiltird kullanilmistir [Rodriguez-valera ve ark.,
1983; Ozcan, 2004].

Oksidaz testi

Oksidaz testi, sitokrom C oksidaz enzimine sahip olan mikroorganizmalarin ayirt
edilmesinde kullanilan bir testtir [Temiz, 1994]. Bu amagla Medyum A ve Medyum
C besiyerinde gelistirilmis olan kiiltiirlerden, tek kullanimlik plastik 6ze ile alinan
Ornek %1 tetrametil-p-fenilendiamin ayiract ile 1slatilmigs kurutma kagidina
strtilmiistiir. Oksidaz pozitif olanlar koyu mavi-mor renge doniismiistiir. Pozitif
kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve negatif kontrol olarak E.
coli ATCC 11229 bakterilerinin taze kiiltiirleri kullamilmistir [Gonzalez ve ark.,
1978; Ozcan, 2004].
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Katalaz testi

Katalaz aerobik mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmasinin bir {iriinii olan
ve biriktiginde bakteri hcresi icin toksik etkiye sahip olan hidrojen peroksidi (H20,)
oksijen ve suya pargalayan hemoprotein yapisinda bir enzimdir. Mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen katalaz ( hidrojen peroksit oksirediiktaz) enzimini belirlemek
amaciyla yapilan bir testtir. Katalaz testinde Medyum A ve Medyum C agar uzerinde
gelisen kolonilerin {izerine %3’likk hidrojen peroksit (H,0,) c¢ozeltisinden birkac
damla damlatildiginda gaz kabarcigi olusturanlar katalaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 bakteri kultlri
kullanilmustir [Yavuztlrk, 2005] .

DNAZz aktivitesi testi

DNA’y1 hidrolize eden bir ekzoenzim olan deoksiriboniikleaz1 {iretebilen
mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in DNaz aktivite testi yapilmaktadir. Bu amacla
DNaz agar besiyerine izolatlarin gelistigi uygun tuz konsantrasyonlarinda NaCl ilave
edilmistir. Hazirlanan modifiye besiyeri 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve
petrilere aktarilmistir. Kiiltiirler besiyerine ekilmistir. 48 saat sonunda 1 M HCI ile
muamele edilmistir. Koloni ¢evresinde berrak alan gézlenmesi DNaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 bakterisi
kullanilmistir [Tamer ve ark., 1989; http://www.austincc.edu].

Ureaz testi

Ureaz  besiyerindeki tek karbon kaynagi iiredir. Ureyi kullanabilen
mikroorganizmalar gelisimleri sirasinda amonyak olusturarak ortamin alkali
olmasina bodylece renk reaksiyonunun gerceklesmesine neden olmaktadirlar [Cook,
1948]. Ureaz testi icin izolatlarin gelistii uygun tuz konsantrasyonlarinda NacCl ile
2,4 g Ure agar base 90 mL distile suda ¢6ziilmiis, kaynatilmis ve 115°C’de 20 dakika
steril edilmistir. %2’lik {ire ¢ozeltisinden 10 mL hazirlanip membran filtreden

gecirilerek steril edilmis ve modifiye edilmis besiyerine eklenmistir. Besiyerleri steril
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cam tiiplere aktarilmistir. Kiiltiirler 6ze ile tiipiin igerisine ekilmistir. 5-14 gun
optimum sicaklikta inkiibasyon sonrasinda kirmizi- pembe renk olan tupler tre
pozitif, renk degisikligi olmayanlar iire negatif kabul edilmistir. Pozitif kontrol
olarak Sporosarcina pasteurii DSM 33 ve negatif kontrol olarak E. coli ATCC 11229
bakterilerinin taze kiiltlirleri kullanilmistir [Tamer ve ark.1989; Yavuzturk 2005].

Triple Sugar Iron Agar Testi

Mikroorganizmalar farkli karbonhidratlart metabolize ederek organik asitleri (asetik
asit, laktik asit vb.) ve karbondioksit, hidrojen gibi bazi gazlar1 olusturmaktadir.
Karbonhidratlarin parcalanmalar1 sonucu asit olusumu, besiyerine ilave edilen pH
indikatorlii boyalarin renk degisimiyle saptanmaktadir. Suslarin farkli sekerleri
karbon kaynagi olarak kullanma, karbondioksit ve hidrojen gazi olusturma
durumlarini belirlemek i¢in 65 g Triple Sugar Iron (TSI) 300 mL distile su igerisinde
eklenmis ve 1sitilarak eritilmistir. TSI agar besiyerine uygun oranlarda NaCl
eklenmis ve distile su ile 1 L’ ye tamamlanmistir. Modifiye edilmis besiyeri
121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra steril cam tiiplere 7°ser mL dagitilmistir ve
yatik sekilde donmalar1 saglanmistir. Hazirlanmig besiyeri ekim yapilmadan 6nce
berrak kirmizi renktedir. Tiplere kiiltlirlerden ekim yapilmis ve uygun sicakliklarda
inkiibasyona birakilmigtir. 10 giin inkiibasyon sonrasinda tiipiin dibinde siyah
partikiillerin olugmas1 H,S {tiretimi pozitif, tiipiin dibinde gaz kabarciklarinin olmasi
gaz Uretimi pozitif olarak kabul edilmistir. Seker kullanimlar1 igin renk

degisikliklerine bakilmis ve asagida verildigi sekilde yorumlanmustir.

e Yatik agarin st ve alt kisimlar1 alkali (kirmizi renk) ise laktoz, siikroz ve
glikoz negatif kabul edilmistir.

e Yatik ylizeyin iist kismi1 asidik (sar1 renk), iist kismi1 alkali (kirmizi renk) ise
laktoz ve slikroz negatif, glikoz pozitif kabul edilmistir.

e Yatik ylizeyin iist ve alt kisimlart asidik (sar1 renk) ise laktoz ve/veya sukroz,

glikoz pozitif kabul edilmistir [http://web.inonu.edu.tr].
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3.2.5. Antibiyotik duyarhhiklarinin belirlenmesi

Suslarin farkli antibiyotiklere kars1 hassasiyetlerinin ortaya konmasi amaciyla uygun
besiyerlerine kiiltiirlerin yayma ekimleri yapildiktan sonra agar yiizeyine paralelli
olarak mikroorganizmalarin hiicre duvar yapisini inhibe eden vankomisin (30 nug),
penisilin-G (10 U), basitrasin (10 U), ampisilin (10 pg), seftriakson (30 pg), protein
sentezini inhibe eden tetrasiklin (30 pg), neomisin (10 pg), eritromisin (15 pg),
kloramfenikol (30 pg) ve genetik materyal Uzerine etki eden novabiosin (30 ug)
diskleri konularak uygun sicakliklarda 5-14 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda antibiyotik disklerin etrafindaki inhibisyon zonlarinin ¢aplar
kompas aleti ile olgiilerek mm cinsinden belirlenmistir [Oren, 1999; Anton, 2002].
Inhibisyon zonlarinin c¢ap uzunluklarina gore antibiyotige duyarli ya da direngli

olarak belirtilmistir [Stan-Lotter, 2002; Birbir ve ark., 2003].

3.2.6. BTX bilesenlerinin suslar Gzerine minimum inhibisyon konsantrasyonunu
(MIK) belirlenmesi

BTX bilesenlerinin mikroorganizma {izerinde gelisimini engelleyen en diisiik
konsantrasyonuna ~ Minimum  Inhibisyon  Konsantrasyonu (MIK) olarak
degerlendirilmistir. Arastirmada kullanilan halofilik izolatlarin iizerinde BTX
bilesenlerinin benzen (CgHg,Merck), toluen (CgHs-CHs, Merck), ksilen (CgHa(CHs),
Merck) (%1-5 (v/v)) minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri, 250 mL’lik
erlenler icerisinde ki 50 mL’lik uygun besiortaminda, optimum sicaklikta, 5-14
gunlik inkibasyon sonrasinda belirlenmistir. Buna gore farkli konsantrasyonlardaki
(%1-5 v/v) organik bilesenler uygun (Medyum A ve Medyum C) besiortamina ilave
edilmistir.  Aktiflestirilmis izolatlardan 0,1 mL alinarak, igerisinde farkli
konsantrasyonlarda organik bilesikler olan 50 mL uygun besiyerlerine inokule
edilmistir. Kontrol olarak da organik bilesenleri icermeyen 0,1 mL bakteri kiiltiirii
ekilmis Medyum A ve Medyum C besiortamlart kullanilmistir. Mikroorganizma
kiiltiirii inokiile edilmis kontrol ve organik bilesikli besiortamlar1 uygun sicakliklarda
5-14 giin inkiibasyona birakilmistir. Tiiplerde bakteriyel gelismenin inhibe edildigi
en diisiik konsantrasyonlar (MIK) belirlenmistir [Onbasili, 2006].
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3.2.7. izole edilen halofilik mikroorganizmalarin BTX (benzen, toluene, ksilen)

bilesenlerini biyodegredasyonu

BTX bilesenlerinin biyodegredasyonu deneyinde Mineral Salt Medium (MSM)
kullanilmistir. 250 mL’lik erlenlere 50’ser mL dagitilan steril MSM besiyerine,
uygun konsantrasyondaki BTX bilesenleri (%1-3 v/v) 0,45 pum por c¢apl seliiloz
nitrat membran filtreden (Milipore) geg¢irilerek ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan
biyodegredasyon ortaminda, uygun besiyerinde aktiflestirilen kiiltiirlerden %2 (v/v)
olacak sekilde ekilmistir. ki farkli kontrol hazirlanmistir. Bu kontrollerden biri
Medyum A veya Medyum C+mikroorganizma, digeri MSM
besiortami+mikroorganizma seklindedir. Kontrol gruplar1 ve deney gruplari optimum
sicaklikta 5-14 giin inkiibe edilmigtir. KOrv olarak, MSM besiortamina organik

Kirleticiler eklenerek hazirlanan ortam kullanilmastir.

Arastirmada kullanilan suslarin petrol hidrokarbonlarini tek enerji ve karbon kaynagi
olarak kullanip kullanmadigi, mikroplate okuyucuda (BIOTEK marka Epoch model
Eliza Reader) ODggonm’de belirlenmistir. Kontrol grubundaki gelisim gz Oniinde
tutularak kdltiirlerin gelisimleri degerlendirilmistir. Suslarin karbon kaynagi olarak
BTX bilesenlerini igeren MSM besiyerinde gelismeleri, bu bilesenleri karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanip kullanilmadigi yoniinde yorumlanmistir [Nicholson,
2005; Onbagili, 2006]. Elde edilen OD degerleri kontrol grubu (Medyum A veya
Medyum C) ile karsilastirilarak farkli BTX konsantrasyonlarinin suslar iizerindeki

yiizde canlilik degerleri hesaplanmstir.

%Canlilik=Final OD/Kontrol ODx100
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3.2.8. istatiksel analizler

TUm ¢alismalarda ii¢ farkli paralelin ortalama sonuglar1 verilmistir. Farkli BTX
konsantrasyonlarinin suslarin optikal yogunluklari tizerinde nasil bir etkisi oldugunu
ortaya koymak amaciyla SPSS 16.0 (Statistical Packagez for the Social Sciences,

Chicago, IL) bilgisayar programi ile regrasyon analizi uygulanmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada ornekleme yapilan Antalya, Izmir, Istanbul, Trabzon ve Ankara
yorelerinden izolasyon yapilirken, Kocaeli ve Balikesir yorelerinden izolasyon
yapilamamistir (Resim 4.1). Suslarin kodu, izole edildigi yerler ve izolasyon tarihleri
Cizelge 4.1°de belirtilmistir.

Silivri-
Istanbul

Avcilar-Istanbul Trabzon Limani

.\'Bll ~

uz Golii-Sereflikochisar
NB20-21-22-28

Resim 4.1. izole edilen suslarin kodu ve alindig1 bolgeler.



Cizelge 4.1. izolatlarin kodlar1, kaynaklar1 ve izole edildikleri tarihler.

Cahsilan izolatin Kodu izole Edildigi Yer Tarih
NB2 Kalei¢i Yat Limani (Antalya) 08/02/2012
NB5 Avcilar vapur iskelesi civari

(itanbul) 16/11/2011
NB7 Silivri Liman1 (Istanbul) 28/03/2012
NB8 Silivri Liman1 (Istanbul) 28/03/2012
NB9 Silivri Liman1 (Istanbul) 28/03/2012
NB10 Eminonu-Galata Kopriisii Civari

(istanbul) 02/03/2012
NB11 Trabzon Limani (Trabzon) 11/04/2012
NB13 Izmir Limani (Izmir) 22/05/2012
NB20 Tuz Golii (Sereflikoghisar) 28/05/2012
NB21 Tuz Golii (Sereflikoghisar) 28/05/2012
NB22 Tuz Golii (Sereflikoghisar) 28/05/2012
NB28 Tuz Golii (Sereflikoghisar) 24/06/2012

4.2. Orneklerin Toplam NaCl Degerlerinin Belirlenmesi

Cesitli bolgelerden alinan numunelerin igerdigi tuz konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2°de
gosterilmistir. Yapilan tuzluluk tahlili sonucunda Trabzon Liman deniz suyunun
%1,6, Istanbul I’inin ¢evresindeki deniz suyunun %2,3, izmir Liman1 deniz suyunun
%3,1, Antalya Liman deniz suyunun %3,3 ve Tuz Golu gol suyunun %31 oraninda
NaCl icerdigi belirlenmistir. Elde edilen degerler icerisinde en az tuzluluk
Trabzon’dan alman deniz suyu numunesinde tespit edilirken, Diinya’da Olii
Deniz’den (Death Sea, Israil) sonra en tuzlu gél olarak bilinen Tuz Golii’niin ise

ornekleme yapilan alanlar igerisinde en yiiksek tuzluluk degerine sahip oldugu

gOriilmiistiir.
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Cizelge 4.2. Numunenin alindig1 bolge ve igerdigi tuz konsantrasyonu.

Numunenin Alindig1 Bolge NacCl (g/L)
Trabzon Limani (Trabzon) 16,15
Eminonil- Galata Kopriisii civari (Istanbul) 22,26
Avecilar vapur iskelesi civari (Istanbul) 23,12
Silivri Liman1 (Istanbul) 24,29
Izmir Liman1 (Izmir) 31,41
Kalei¢i Yat Liman1 (Antalya) 33,18
Tuz Go6li (Sereflikoghisar) 308, 04

4.3. Halofilik Mikroorganizmalarin izolasyonu

Bu calismada Tiirkiye’nin farkli halofilik bolgelerinden temin edilen su
orneklerinden Medyum A, Medyum C, P1, %20 SW ve %25 SW besiyerlerine ekim
yapilmistir. Medyum A ve Medyum C besiyerlerinden izolasyon yapilirken, diger
besiyerlerinden izolasyon yapilamamistir. Denizlerden alinan 6rneklerden Medyum
C besiyerinden, Tuz Goli'nden alinan orneklerden ise Medyum A besiyerinden
izolasyon yapilabilmistir. Denizlerden izole edilen izolatlar (NB2, NB5, NB7, NBS,
NB9, NB10, NB11 ve NB13), Tuz Golii'nden (NB20, NB21, NB22 ve NB28) elde
edilenlere gore daha kisa inkiibasyon siiresine sahip olduklar1 goriilmiistiir.
Izolatlarin koloni morfolojileri, pigment olusturmalar1 gdz &niine alinarak ilk
secimleri yapilmistir. Yuvarlak, konveks, dizgin ve pigment Ureten koloniler
secilerek calismalarda kullamlmak iizere muhafazaya alinmgtir. Izolatlarin hangi
besiyerinden izole edildikleri, uygun gelisme sicakliklari, pH ve inkiibasyon siireleri

Cizelge 4.3 de verilmistir.
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Cizelge 4.3. izolatlarin kodu, izole edildikleri besiyerleri, optimum gelisme sicaklig
ve optimum gelisme pH’st.

Izolatin izole Edildigi Optimum Optimum Izolatin

Kodu Besiyeri Gelisme Gelisme pH’s1  Inkiibasyon
Sicakhg (°C) Sdresi (gin)

NB2 Medyum C 30 7,36 5

NB5 Medyum C 30 8,41 7

NB7 Medyum C 37 8,41 7

NB8 Medyum C 37 8,41 7

NB9 Medyum C 30 8,41 7

NB10 Medyum C 37 8,41 7

NB11 Medyum C 37 8,28 7

NB13 Medyum C 37 7,36 5

NB20 Medyum A 37 7,20 14

NB21 Medyum A 37 7,20 14

NB22 Medyum A 37 7,20 14

NB28 Medyum A 37 7,15 14

4.4. 16S rDNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde (MOBAM), genetik analizator (Genetic Analyzer 3130, Applied
Biosystems) cihazi ile yapilmistir. Safligi (OD 260/280) 1,54-2,17 arasinda degisen
DNA’lardan yapilan (Cizelge 4.4) dizi analizi sonuclar1 Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) programi ile degerlendirilmistir. Analiz sonuglar1 blast
fonksiyonu ile NCBI (National Center for Biotechnology Information) DNA Gen
Bankasi’nda taranarak molekiiler tanimlama yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.4°de

gosterilmistir.

Izole edilen 12 adet sustan bazilar1 halofilik bakteri, bazilar1 ise halofilik arke olarak
tanimlanmistir. Blast sonuglarina gore halofilik bakteri olanlardan NB2 kodlu sus
Halomonas aquamarina, NB5, NB7, NB8, NB9, NB10, NB11l kodlu suslar

Halobacillus trueperi, NB13 kodlu sus Thalassobacillus devorans olarak



tanimlanmastir.

Halofilik arke olan NB20, NB21 ve NB28 kodlu
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suslar

Halobacterium salinarium, NB22 kodlu sus ise Halobacterium halobium olarak
tanimlanmustir. Resim 4.2°de halofilik arke olarak tanimlanan NB20, NB21, NB22

ve NB28 suslarinin jel elektroforez goriintiisii gosterilmistir. Halobacillus trueperi

NBS5 susunun 1g1k mikroskobu goriintlisti ise Resim 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.4. izolatlarm dizi analizleri sonrasi belirlenen en yakin gen bankasi

temsilcileri.

Sus Gen Bankasindaki En Yakin Homoloji Gen Bankasi 260/280

Karsihig No OD
NB2 Halomonas aquamarina %99 AB681587.1 1,97
NBS  Halobacillus trueperi %99 AB617542.1 1,90
NB7  Halobacillus trueperi %99 AY505522.1 1,67
NB8  Halobacillus trueperi %99 AB617542.1 1,54
NB9 | Halobacillus trueperi %99 AY505522.1 1,90
NB10 | Halobacillus trueperi %99 AB617542.1 1,79
NB11 | Halobacillus trueperi %99 FJ444973.1 2,17
NB13 | Thalassobacillus devorans %99 JQ799100.1 1,59
NB20 Halobacterium salinarium %99 NR-074204.1 1,73
NB21 Halobacterium salinarium %99 JX982771.1 1,76
NB22  Halobacterium halobium %99 M11583.1 1,57
NB28 Halobacterium salinarum %99 AM774415.1 2,01
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Resim 4.2. Halofilik arke suslarinin elektroforez goriintiisii

M: Marker (molekuler buyuklik belirteci)
NK: Negatif kontrol

ol

B i \\'

r\ '/. \

< SR ) .4
PR o

Resim 4.3. Halobacillus trueperi NB5 susunun 151k mikroskobu goriintiisii
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4.5. Biyokimyasal Testler

Saf kultirleri elde edilen suslarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimleri
degerlendirildiginde suslarin hi¢ biri NaCl icermeyen ortamda iiremezken, suslarin
hepsi %20 NaCl igceren besiyerinde tremistir (Cizelge 4.5). Thalassobacillus
devorans NB13 susunda, diger halofilik bakterilerden farkli olarak %25 NaCl
konsantrasyonunda da gelisme gostermistir. %25 ve %30 NaCl konsantrasyonunda
sadece Tuz Goli'nden izole edilen ve arkeye ait olan Halobacterium salinarium
NB20, NB21, NB28 ve H.halobium NB22 suslar1 gelisim gostermistir.

Sicaklik toleranslarinin belirlenmesi amaciyla suslar farkli sicakliklarda (25°C, 30°C,
37°C, 45°C, 55°C) inkiibe edildiginde, halofilik arke tiirleri (NB20, NB21, NB22,
NB28) yalnizca 37°C’de gelisme gosterirken, halofilik bakteriler (NB2, NB5, NB7,
NBS, NB9, NB10, NB11, NB13) ise hem 30°C’de hemde 37°C’de gelisme

gostermislerdir. Sonuglar Cizelge 4.5’de verilmistir.

Suslarin hepsinin pH 7,5’de c¢ok 1yi gelisim gosterdigi, pH 4, 4,5, 5, 9 ve 10°da ise
gelisimlerinin inhibe oldugu belirlenmistir. Halomonas aquamarina NB2 susu diger

suslardan farkli olarak pH 6 ve 9’da da gelismistir (Cizelge 4.5).

Yapilan biyokimyasal testlerde suslarin hepsi kazein hidrolizi, DNaz aktivitesi, nitrat

rediksuyonu ve gaz Uretimi negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5).

Jelatinli besiyerinde inkubasyon sonucunda Halobacillus trueperi NB5, NB7, NB8,
NB9, NB10, NB11 ve Thalassobacillus devorans NB13 suslar1 jelatin hidrolize
ederken, diger suslar jelatin hidrolizi negatif olarak degerlendirilmistir (Resim 4.4,
Cizelge 4.5). Tween 80 hidrolizi ise sadece Halobacillus trueperi NB5 ve NB11
suglarinda meydana gelmistir (Cizelge 4.5). Nisasta hidrolizi halofilik arke olan
Halobacterium salinarium NB20, NB21, NB28 ve H. halobium NB22 suslarinda
tespit edilmezken, halofilik bakterilerin nisastayr hidrolize edebildikleri
belirlenmistir (Cizelge 4.5). Resim 4.4°de H. trueperi NB5 susunun jelatin hidrolizi

ve nigasta hidrolizi pozitif test sonuglar1 gosterilmistir. Halobacillus trueperi NB11,
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Halobacterium salinarium NB20, NB21, NB28 ve H. halobium NB22 suslar1 indol
pozitif iken, diger suslar indol negatif olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5. izole edilen halofilik mikroorganizmalarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri.
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Morfoloji Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil
. ] Agik Acik Acik Acik Sar1/ Koyu
Koloni rengi Krem Krem Krem Krem Krem Krem
pembe pembe pembe pembe Krem sar1
) o Duzgun Duzgun Diizgin Diizgin Diizgin Dizgin Dizgin Dizgin Dizgiun Dizgin Duzgun  Dizgin
Koloni morfolojisi ) ) ) ) ) ) ) ) ) ] ) ]
Dairesel  Dairesel Dairesel  Dairesel | Dairesel  Dairesel Dairesel Dairesel Dairesel Dairesel Dairesel Dairesel
Gram reaksiyonu - - - - + + + + + + + +
NaCl gelisim %20-30  %?20-30 %20-30  %20-30 %5-25 %5-20 %5-20 %5-20 %5-20 %5-20 %5-20 %5-20
pH gelisim arahg 7-7,5 7-7,5 7-7,5 7-7,5 6,5-8,5 7-8,5 7-8,5 6,5-8,5 7-9 7-8,5 6,5-8,5 6-9
Sicaklik (°C) 37 37 37 37 30-37 30-37 30-37 30-37 30-37 30-37 30-37 30-37
Oksidaz aktivitesi + + + + - - - - - + + +
Katalaz aktivitesi + + + + + - - + + + + +
Jelatin hidrolizi - - - - + + + + + + + -

Kazein hidrolizi
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Cizelge 4.5. (Devam) izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal dzellikleri

Halomonas aquamarina NB2

Halobacillus trueperi NB5

Halobacillus trueperi NB7

Halobacillus trueperi NB8

Halobacillus trueperi NB9

Halobacillus trueperi NB10

Halobacillus trueperi NB11

Thalassobacillus devorans NB13

Halobacterium salinarium NB20

Halobacterium salinarium NB21

Halobacterium halobium NB22

Halobacterium salinarium NB28

Ozellikler

Nisasta hidrolizi

Tween 80 hidrolizi
DNaz aktivitesi

Ureaz testi

Indol testi

Nitrat redtksiyonu

H,S Gaz olusumu

Laktoz kullanim

Siikroz kullanim

Glikoz kullanim

- Ureme yok

+ Ureme var
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Resim 4.4. Halobacillus trueperi NB10 susunun jelatin (solda) ve nisasta hidrolizi
(sagda)

izolatlardan, Halobacillus trueperi NB8, NB9, NB10, NB11 ve T. devorans NB13
oksidaz negatif olarak degerlendirilirken, diger suslar oksidaz pozitif olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4.5). Katalaz aktivitesi H. trueperi NB10 ve NB11
suglar1 hari¢, diger suslarda pozitif olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Resim
4.5’de Halomonas aquamarina NB2 susunun %3 H,0, erigi damlatildiginda verdigi

pozitif reaksiyon gosterilmistir.

Resim 4.5. Halomonas aquamarina NB2 susunun katalaz pozitif gérinimu
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Halofilik arke oldugu belirlenen H. salinarium NB20, NB21, NB28 ve H.halobium
NB22 suslar1 Ureaz negatifken, diger halofilik bakteri suslari Ureaz pozitif olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.5). Resim 4.6’da sar1 renkte olan {ire negatif arke suslar1 ile

pembe renkte olan Ure pozitif halofilik bakteriler gdsterilmektedir.

Resim 4.6. Ureaz testi pozitif (pembe renkli) ve negatif (sar1 renkli ) olan izolatlarin
goruntusu

Suslarin farkli seker kaynaklarini kullanma durumu incelendiginde H. aquamarina
NB2, Halobacillus tureperi NB5, NB8, Halobacterium salinarium NB20, NB21,
NB28 ve H. halobium NB22 suslarmnin laktoz, sikroz ve glikozun her {clnlde
kullanabildigi belirlenmistir (Resim 4.7). Halobacillus trueperi NB11, T. devorans
NBI13 suslart laktoz, siikroz, glikozdan higbirini karbon kaynadi olarak
kullanmazken, H. trueperi NB10 ve NB11 suslar1 sadece glikozu kullanabilmistir
(Cizelge 4.5).
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Resim 4.7. Modifiye edilmis TSI besiyerinde farkli seker kaynaklariin kullanimi

Farkli bolgelerden izole edilen halofilik arke ve bakteriler biyokimyasal test
sonuclarinda c¢esitli farkliliklar sergilemislerdir. Tuz G6lii’'nden izole edilen halofilik
arkeler, arkelerin karakteristik dzelliklerinden olan pembe pigmentasyona sahipken,
denizlerden izole edilen halofilik bakteriler sar1 ile krem rengi arasinda koloni
rengine sahip olduklari gozlenmistir (Cizelge 4.5). Halofilik arkeler daha yutksek
tuzluluktaki alanlardan izole edildigi igin, yiiksek tuz konsantrasyonu igeren
besiyerlerinde gelisim gostermislerdir. Orta derecede halofilik alanlardan izole edilen
halofilik bakteriler ise ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%20) inhibe olmustur.
Oksidaz aktivitesi tum arke suslarinda goézlenmistir, fakat halofilik bakterilerin
sadece %37,5’i oksidaz pozitif olarak bulunmustur. Jelatin hidrolizi g¢alismada
kullanilan halofilik bakterilerde gozlenirken, halofilik arkelerde gdzlenmemistir.
Halofilik arkelerin hig birinde Ureaz aktivitesine rastlanmazken, halofilik bakterilerin

hepsi pozitif olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).
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4.6. Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

Halofilik arke olan Halobacterium salinarium NB20, NB21, NB28 ve H. halobium
NB22 suslart halofilik arkelerin tipik 6zelligi olan kloramfenikol ve penisilin G’ye
direncli iken basitrasin ve novobiyosine duyarlilik gostermislerdir. Seftriakson,
basitrasin ve novobiyosine karsi tiim suslar duyarli olarak belirlenmistir. Halomonas
aquamarina NB2 ve Thalassobacillus devorans NB13 suslari hari¢ diger suslarin
penisilin G’ye direngli olduklar: tespit edilirken, basitrasin ve novobiyosine karsi
sadece H. aquamarina NB2 susunun direngli oldugu belirlenmistir. Vankomisine
sadece Halobacillus trueperi NB5, NB7, NB11 suslar1 duyarl iken, kloramfenikol,
eritromisin ve neomisine caligmada ki tim halofilik bakteri suslari duyarlilik
gostermistir. Sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir. H. trueperi NB8 ve H. salinarium

NB20 suglarinin bazi antibiyotiklere olan duyarliliklar1 Resim 4.8’de gosterilmistir.

Tetrasiklin

Kloramfenikol

Resim 4.8. Halobacillus trueperi NB8 (solda) ve Halobacterium salinarium NB20

(sagda) baz1 antibiyotiklere duyarlilik sonuglari
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Genel olarak sonuglar sonuglar degerlendirildiginde, suslarin hiicre duvar sentezini
inhibe eden sefriakson %2100, protein sentezini inhibe eden tetrasikline %50,
neomisine %58, eritromisine %67 ve kloramfenikole %67 oraninda duyarl olduklari
bulunmustur. Ayrica, hiicre duvar sentezini inhibe basitrasine %92, ampisiline %83,
penisilin-G’ye %83, vankomisine %75 ve genetik materyalin Uzerine etki eden
novabiosine %92 oraninda suslarin yiiksek direnglilik gosterdikleri belirlenmistir
(Sekil 4.1).

Cizelge 4.6. Halofilik bakteri ve arke suslarinin antibiyogram sonuglari

Suslar VA E N CRO P AMP B NV TE C

H.aquamarinaNB2 = R S S S S S R R S S

H .trueperi NB5 S S S S R S S S S S
H. trueperi NB7 S S S S R R S S S S
H. trueperi NB8 R S S S R R S S R S
H. trueperi NB9 R S S S R R S S S S

H. trueperi NB10 R S S S R R S S S S
H. trueperi NB11 S S S S R R S S S S

T. devorans NB13 R S R S S R S S R S

H. salinarium NB20 | R R R S R R S S R R

H. salinarium NB21 | R R R S R R S S R R

H. halobium NB22 R R R S R R S S R R

H. salinarium NB28 | R R R S R R S S R R

R: direncli, S: duyarl

Va: Vankomisin, E: Eritromisin, N: Neomisin, CRO: Seftriakson, P: Penisilin-G,
Amp: Ampisilin, B: Basitrasin, NV: Novobiyosin, TE: Tetrasiklin, C:
Kloramfenikol.
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Sekil 4.1. Halofilik bakteri ve arkelerin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri %
duyarlilik oranlar

4.7. BTX Bilesenlerinin Suslar Uzerinde Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) Belirlenmesi

Dizenli olarak petrol kontaminasyonuna maruz kalan ¢esitli alanlardan izole edilen
suslarin benzen, toluen ve ksilen (BTX) organik kirleticilerinin hangi degerlerinde
inhibisyona ugradigini belirlemek i¢in %1 ile %5 arasinda degisen oranlarda organik
kirleticilerden besiyerine eklenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinde
mikroorganizmalarin  gelisme durumuna gore minimum inhibisyon degeri

belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Halomonas aguamarina NB2, Halobacterium salinarium NB20, NB21, NB28 ve H.
halobium NB22 suslari i¢in %2 benzen, toluen ve ksilen minimum inhibisyon degeri
olarak tespit edilmistir, Halobacillus trueperi NB8 ve NB11 suslarinin ise denenen
en yliksek konsantrasyon olan %5’de, her ii¢ bilesende de inhibe olmadigi
gozlenmistir. Halobacillus trueperi NB5 ve NB7 suslar1 i¢in benzen de %3 MIK
iken, H. trueperi NB5’in MIK degeri toluen icin %2 ve ksilen icin %3 olarak tespit
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edilmistir. Thalassobacillus devorans NB13 susunun ksilen ve benzen igin MIK

degeri %4 iken, toluen i¢in %3 oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.7).

Bu sonuglara gére BTX hidrokarbonlarinin 12 sus tizerindeki MIK degerleri birbirine
yakin bulunmustur. Bu konsantrasyonlar arasinda suslarin gelistigi en uygun
konsantrasyonlar %2 ve %3 olarak tespit edilmistir ve en yiiksek MIK degeri (> %5)
Halobacillus trueperi NB8 ve NB11 suslarinda belirlenmistir. Degredasyon

calismalarinda bu konsantrasyonlar esas alinmastir.

Cizelge 4.7. Suslarin minimum inhibisyon degerleri (%)

Kullanilan Suslar Benzen (%) Toluen (%)  Ksilen (%0)
Halomonas aquamarina NB2 2 2 2
Halobacillus trueperi NB5 3 2 3
Halobacillus trueperi NB7 3 3 3
Halobacillus trueperi NB8 5* 5* 5*
Halobacillus trueperi NB9 3 2

o
w
o

Halobacillus trueperi NB10
Halobacillus trueperi NB11 5* 5* 5*

Thalassobacillus devorans NB13

Halobacterium salinarium NB20
Halobacterium salinarium NB21

Halobacterium halobium NB22

N NN N N
N NN N N W
N DD N DN

Halobacterium salinarium NB28

* 065 (v/v) Uzeri direngli

4.8. Halofilik Mikroorganizmalarin BTX Bilesenlerini Biyodegredasyonu

Icerisinde karbon kaynagi bulunmayan Mineral Salt Medium’a (MSM) karbon
kaynagi olarak petrol hidrokarbonlar1 ilave edilerek, bu ortamlara eklenen suslarin
petrol hidrokarbonlarini tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanim diizeylerinin

tespit edilmesi hedeflenmistir. Igerisinde organik kirletici bulunmayan ve karbon
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kaynagi bulunan kontrol grubundaki gelisim baz alinarak izolatlarin gelisimleri
mikroplate okuyucuda (ODggonm) OlGiilmiistiir ve sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.
Ayrica, suslarin artan BTX konsantrasyonlarinda yiizde canliliklar1 da belirlenmistir

(Cizelge 4.9).

Besiyeri ortaminda karbon kaynagi bulunmayan ve organik Kirletici eklenmemis
kontrol grubunda (MSM besiortamitmikroorganizma) suslarin  gelisimine
rastlanilmamistir. %1 oraninda benzenin bulundugu besiyerinde en iyi gelisenler
Halomonas aquamarina NB2 (0,50 OD) ve Halobacillus trueperi NB5 (0,38 OD)
kodlu suslardir. Ksilen ve toluenin %1 oraninda bulundugu besiyerinde en iyi
gelismeyi ise H. trueperi NB8 susu (sirasiyla, 0,32 OD-0,30 OD) gostermistir.
Caligmada yalnizca minimum inhibisyon konsantrasyonlarina gore %S5 (v/v) lizerinde
petrol Kirleticilerine direngli oldugu tespit edilen H. trueperi NB8 ve NB11 kodlu
suslarin, %3 (v/v) oranina kadar BTX bilesenlerinin bulundugu besiyerinde 1yi
gelisim gosterebildikleri tespit edilmistir. Thalassobacillus devorans NB13 susuda
%1 ve %2 (v/v) oraninda her {i¢ organik kirleticinin bulundugu besiyerlerinde ytiksek
oranda bir gelisme gostermistir. Tuz Golii'nden izole edilen Halobacterium
salinarium NB20, NB21, NB28 ve H. halobium NB22 suslar1 yalnizca %1 (v/v)’lik
organik kirleticilerin bulundugu besiortaminda gelisirken, MIK degerlerine paralel

olarak %2 ve %3 (v/v) oranlarinda gelisim gozlenmemistir.

Artan BTX bilesenleri konsantrasyonuna bagli olarak suslarin gelisimlerinde bir
azalma gozlemlenmistir. Suslarin BTX konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak
optikal yogunluklarindaki azalma arasindaki korelasyon, regrasyon analizi ile
belirlenmis ve bu iliskinin, multiple R degeri 0,750’den biiyiik oldugundan dolayzi,
yuksek derecede ve negatif yonde bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.8).



Cizelge 4.8. Suslarin MSM besiyerinde farkli oranda BTX bilesen konsantrasyonlarinda gelisimleri ve regresyon analiz sonuglari
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Benzen Toluen Ksilen = =

o o

z 3 =

T = § g 3 3

Kullanilan Suslar %1 %2 %3 _g %1 %2 %3 o = %1 %2 %3 = ,Q ,Q

® s = B S

@D ) ~ ~
Halomonas aquamarina NB2 0,50+0,04 0,03+0,01 - -0,787 0,17+0,01  0,05+0,01 - -0,818 | 0,13+0,01 0,01+0,00 - -0,807 | 1,98+0,01 | -
Halobacillus trueperi NB5 0,38+0,03  0,05+0,00 - -0,859 0,15+0,00  0,04+0,02 - -0,809 | 0,23+0,02 0,03+0,01 - -0,827 | 2,17+0,03 | -
Halobacillus trueperi NB7 0,11+0,01  0,01+0,00 - -0,805 0,17+0,00  0,08+0,00 - -0,823 | 0,18+0,00 0,03+0,02 - -0,824 | 1,80+0,01 | -
Halobacillus trueperi NB8 0,22+0,02 0,09+0,00 0,01+0,00 -0,827 0,30£0,02 0,14+0,01  0,01+0,00 -0,846 | 0,32+0,03 0,11+0,01 0,02+0,00 | -0,848 | 2,05+0,02 | -
Halobacillus trueperi NB9 0,13+0,00  0,02+0,00 - -0,808 0,18+0,01  0,07+0,00 - -0,821 | 0,13+0,02 0,05+0,00 - -0,808 | 1,97+0,01 | -
Halobacillus trueperi NB10 0,09+0,00 0,02+0,00 - -0,804 0,16+0,01  0,04+0,00 - -0,826 | 0,11+0,00 0,02+0,00 - -0,810 | 1,56+0,04 | -
Halobacillus trueperi NB11 0,20+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 -0,825 0,14+0,00 0,03+0,00 0,01+0,00 -0,810 | 0,22#0,01 0,06+0,00 0,02+0,00 | -0,829 | 1,87+0,03 | -
Thalassoobacillus devorans NB13 0,20+0,00 0,05+0,00 - -0,826 0,21+0,02  0,06+0,00 - -0,828 | 0,19+0,00 0,01+0,00 - -0,822 | 1,96+0,01 | -
Halobacterium salinarium NB20  0,03+0,00 - - -0,784 0,08+0,00 - - -0,801 | 0,06+0,00 - - -0,794 | 1,50+0,01 | -
Halobacterium salinarium NB21  |0,02+0,00 - - -0,780 0,05+0,00 - - -0,788 | 0,03+0,00 - - -0,783 | 1,81+0,01 | -
Halobacterium halobium NB22 0,01+0,00 - - -0,777 0,02+0,00 - - -0779 | 0,02+0,00 - - -0,779 | 1,93+0,02 | -
Halobacterium salinarium NB28  |0,02+0,00 - - -0,780 0,03+0,00 - - -0,783 | 0,03£0,00 - - -0,783 | 1,74+0,01 | -

Multiple R: Regresyon analiz sonuglari
Kontrol (1): MedyumA/C besiyerinde gelisim.
Kontrol (2): MSM besiyerinde gelisim.

(-): ureme yok.



Cizelge 4.9. Suslarin yiizde canlilik sonuglari

Benzen Toluen Ksilen

Kullanilan Suslar % Canhhk % Canhhk % Canhihk

%1 %2 %3 %1 %2 %3 %1 %?2 %3
Halomonas aquamarina NB2 25,25 1,50 - 8,60 2,50 - 6,60 0,50 -
Halobacillus trueperi NB5 17,50 2,30 - 7,00 1,80 - 10,60 1,40 -
Halobacillus trueperi NB7 6,10 0,60 - 9,40 4,40 - 10,00 1,60 -
Halobacillus trueperi NB8 11,00 4,30 0,50 | 14,60 6,80 0,50 15,60 5,40 1,00
Halobacillus trueperi NB9 6,60 1,00 - 9,10 3,50 - 6,60 2,50 -
Halobacillus trueperi NB10 5,80 1,30 - 10,30 2,60 - 7,00 1,30 -
Halobacillus trueperi NB11 10,70 1,10 0,50 7,40 1,60 0,50 12,00 3,20 1,10
Thalassoobacillus trueperi NB13 10,20 2,60 - 10,70 3,10 - 9,70 0,50 -
Halobacterium salinarium NB20 2,00 - - 5,30 - - 4,00 - -
Halobacterium salinarium NB21 1,00 - - 2,70 - - 2,00 - -
Halobacterium halobium NB22 0,50 - - 1,10 - - 1,00 - -
Halobacterium salinarium NB28 1,00 - - 1,70 - - 2,00 - -

-: Canlilik yok
%Canlilik=(Final OD/Kontrol OD)x100
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5. SONUC VE ONERILER

Petrol, endiistrinin ve gilinliilk hayatimizin en 6nemli enerji kaynagidir. Ayni1 zamanda
petrol ve tirevleri; plastikler, boyalar ve kozmetik malzemeleri gibi bir¢cok kimyasal
urinun de ham maddesidir. Bu nedenle ham petrol ¢ikarildiktan sonra gesitli
rafinasyon islemlerine tabii tutulmaktadir. Petrol, yapisinda ¢ogunlukla karbon ve
hidrojen molekullerinden olusmus binlerce bilesen bulunduran viskoz bir sividir.
Ham petrol doymus aromatikler, recineler ve asfaltenler altinda toplanan

hidrokarbonlardan olusmaktadir [Diaz ve ark., 2002].

Buyuk captaki petrol rezervleri Mezopotamya tlkeleri, Rusya, Kanada ve Giney
Amerika iilkelerinin bazilarinda bulunmaktadir. Bu nedenle ¢ikartilan ham petrol
diger iilkelere ¢esitli yollarla taginmaktadir. Uluslararasi petrol tasimaciliginda en
fazla deniz yoluyla tasima tercih edilmektedir. Bu amagla kullanilan tankerler deniz
ekosistemlerine balast suyu kontaminasyonlari, depo sizintilari, yakit ve sintine
atiklar ile diizenli olarak zarar vermektedirler. Petrol tankerlerinin olusturdugu en
biiyiik risk ise tanker kazalaridir. Giliniimiize kadar pek ¢ok tanker kazast meydana

gelmistir [Harayama ve ark., 1999].

Yatlar, yolcu gemileri, agir yiikk gemileri ve tankerler tarafindan kullanilan
denizlerimiz petrol kontaminasyonlarina siklikla ugramaktadir. Denizlerimizde
yasanan petrol kirlilikleri basta canli sagligi olmak {iizere, denizel ekosistemleri,
balik¢ilik faaliyetlerini ve dogal yapiyr olumsuz etkilemektedir [Harayama ve ark.,
1999]. Calismada denizlerimizde meydana gelen petrol kirliliklerin biyolojik olarak
ve dogal yollardan giderilmesinde kullanilabilecek mikrobiyal ajanlar arastirilmistir.
Bu nedenle 6rnekleme yapilan alanlar diizenli olarak petrol kontaminasyonuna maruz
kalan alanlardan secilmistir. Ayrica dort denizden de oOrnekleme yapilarak
denizlerimizdeki halofilik olup ayn1 zamanda petrol hidrokarbonlarini parcalayabilen

tiirlerin literatiire kazandirilmas1 hedeflenmistir.
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Ormnekleme yapilan alanlarda ki kirlilik durumlarinin nedenleri ise kisaca sdyledir;
1979 yilindaki Independenta ve 1994 yilindaki Nassai tanker kazalari sirasinda
Marmara Denizi’nde tankerleden sizan petroliin olusturdugu kirliliklerin izleri
azalmista olsa halen devam etmektedir. Ayrica yogun vapur, feribot tasimaciligindan
ve kentsel atik sulardan kaynaklanan petrol kirlilikleri Istanbul Bogazi’n da yer yer
gbzle goriilebilecek diizeydedir. Izmir ve Trabzon Liman’lar1 Tiirkiye’nin en biiyiik
gemi limanlarindandir. Uluslararasi gemi ve tasimacilik faaliyetlerinin yanmi sira
endiistriyel ve kentsel atik desarjlariyla siirekli olarak petrol kontaminasyonuna
maruz kalmaktadir. Antalya Kalei¢i Yat Liman’inda ise turistik gemicilik ve yat
aktivitelerinden dolay1 yogun petrol kirliligi yasanmaktadir. Tuz Golii sulak alani ise
kentsel ve tarimsal atiklar nedeniyle kirlilikler yagsamaktadir [Kili¢ ve Uyanik, 2001].
Tuz Goli sahip oldugu ekstrem sartlar nedeniyle, zor sartlara dayanikli pek cok
mikroorganizma barindirmaktadir. Bu organizmalarin petrol kontaminasyonlarinin
giderilmesinde biyodegrede edeci ajan olarak kullanilip kullanilamayacagi bu

calismada arastirilmistir.

Halofilik ortamlar icerdikleri tuz bakimindan her mikroorganizmanin yasamasina
olanak saglamayan habitat alanlaridir. Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar
gelistirdikleri yiiksek osmotik basing adaptasyonlar1 ve enzim yapilar1 sayesinde
tuzcul ortamlarda yasayabilmektedirler. Halofilik bakteriler, yiliksek tuz
konsantrasyonlarinda optimal aktivite gosteren ve endiistride genis kullanim olanagi
bulunan mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar hiicre dis1 enzimleri
uretmeleri nedeniyle buyuk bir biyoteknolojik potansiyele sahip olmalarina karsin,
tanimlamalar1 ve hiicre yapilari ile ilgili ¢alisma yapmak olduk¢a zordur [Demirci,
2009]. Halofilik gruplar icerisinde %3-15 gibi ¢ok degisik NaCl
konsantrasyonlarinda optimum biiyiime kaydedebilen bakteriler 1limli halofilik
bakteriler olarak isimlendirilmektedir [Ventosa ve ark., 1998]. Bu bakteriler degisik
cinslere ait pek c¢ok tiirden olugmaktadir. En Onemlileri arasinda Halomonas,
Salinivibrio, Chromohalobacter ve Halobacillus cinsleri bulunmaktadir [Ventosa ve
ark., 1998].
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Halofilik bakteriler ile halofilik arkeler aymi tuzcul alant paylasabilen
organizmalardir. Fenotipik tanimlama yapilarak halofilik bakterileri halofilik
arkelerden ayirt etmek miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle, mutlaka molekiiler
diizeyde tanimlama yapilmasi gerekmektedir. Calismada denizlerden ve Tuz Goéli
g6l suyundan izole edilen izolatlarin 16S rDNA molekiiler tanimlamasi Gazi
Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’n de (MOBAM)
yapilmistir. Molekiiler analizler sonucunda 12 izolattan 4 tanesi halofilik arke 8
tanesi ise halofilik bakteri olarak tamimlanmustir. Halofilik bakteriler icerisinde
Thalassobacillus devorans nadir bulunan bir tir olmasmna ragmen, Izmir

Limani’ndan izole edilebilmistir. Buda ¢alismayi orijinal hale getirmistir.

Ornekleme alanlarindan izole edilen suslarin, saf kiltiirleri elde edildikten sonra
morfolojik degerlendirmeleri yapilmistir. Gram boyama reaksiyonuna gore
molekiiler tanimlamada halofilik bakteri olarak belirlenen Halomonas aquamarina
NB2, Halobacillus trueperi NB5, NB7, NB8, NB9, NB10, NB11l ve
Thalassobacillus devorans NB13 suglari Gram pozitif, halofilik arke olarak
tanimlanan Halobacterium salinarum NB20, NB21, NB28 ve H. halobium NB22
suslar1 ise Gram negatif olarak belirlenmistir. Yavuztiirk, Izmir Camalt1 Tuzlasi’ndan
elde ettigi aerobik halofilik bakterilerle yaptigi calismada, izolatlarinin %80’inin
basil ve %20’sinin diizensiz basil olduklarini bildirmistir. Koloni renkleri agisindan
da acgik sar1 ile koyu pembe arasinda renklenme gosterdiklerini rapor etmistir
[Yavuztirk, 2005]. Bu ¢alismada ise, halofilik bakterilerin petrideki kolonileri sari-
krem renklenmeler gosterirken, halofilik arkelerin agik pembe renkli koloniler

olusturmustur. Suslarin hepsinin obligat aerofilik oldugu belirlenmistir.

Birbir ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, halofilik bakterilerin %15 ve %25
NaCl igeren besiyerlerinde gelistiklerini gézlemlemislerdir (Birbir ve ark., 2001).
Tiirkiye’den halofilik arkelerin izolasyonuna yonelik bagka bir calismada izolatlar

%25 NaCl konsantrasyonu igeren besiortamlarinda 1iyi gelisme gosterdigi
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bildirilmistir [Ozcan, 2004]. Bu ¢alismada ise tiim halofilik suslarin %20 NaCl iceren
besiyerinde ¢ok iyi gelistikleri tespit edilmistir.

Demirci, halofilik bakteri suslarinin timdnin pH 7 ile 9 araliginda, 30°C ile 55°C
sicakliklar1 arasinda gokK iyi gelistigini rapor etmistir [Demirci, 2009]. Bu ¢alismada,
halofilik arkeler pH 7-7,5 araliginda ve 37°C sicaklikta, halofilik bakteriler ise,
suslara gore degismekle birlikte, pH 6-9 araliklarinda ve 30-37°C sicakliklarda

gelisme gostererek, diger arastirmacilarla benzer sonuglar elde edilmistir.

Romanenko ve arkadaglar1 Japonya deniz sularindan izole ettikleri Halomonas tur
halofilik bakterilerinin Tween 80 hidrolizi pozitif, nisasta ve kazein hidrolizinin
negatif oldugunu bildirmislerdir [Romanenko ve ark., 2002]. Buna karsilik yapilan
bir bagka c¢alismada Halomonas aquamarina IAM 12550 susunun Tween 80 ve
nisasta hidrolizi pozitif, kazein hidrolizi negatif rapor edilmistir [James ve ark.,
1990]. Halofilik bakteri Halobacillus cinsleri ile yapilan bir ¢calismada Halobacillus
trueperi ST5 susu ve Halobacillus litoralis SL-4 susunun kazein ve nisasta hidrolizi
negatif, Tween 80 hidrolizi pozitif olarak belirlenmistir [Spring ve ark., 1996]. Tuz
Goli gibi hipersaline alanlarda yasayan Halobacterium salinarium’un tip susunun
nisasta ve Tween 80 hidrolizi yapamazken, kazein ve jelatin hidrolizi yaptig1
gozlenmistir [Ozcan ,2004; Stan-Lotter ve ark., 2002]. Bu calismada, halofilik arke
suslariin Tween 80, kazein, nisasta ve jelatini hidrolize edemedigi, halofilik bakteri
suslarinin ise jelatin ve nisastayr hidrolize ettigi tespit edilmistir. Halofilik
bakterilerden yalnizca H. trueperi NB5 ve NBI11 suslari Tween 80’i hidrolize
ederken, suslarin hicbirinin kazeini hidrolize edemedigi belirlenmistir Bu sonuglarda

ki farkliligin suglardan kaynaklandigi distiniilmektedir.

Pek cok aerobik ilimli halofilik bakteri nitrati alternatif elektron alicisi olarak
kullanabilmektedir. Ornegin Halomonas elongata anaerobik sekilde, nitrat: nitrite
indirgeyerek gelisebilmektedir [Burg, 2003]. Halomonas halocynthiae tiri ise

acrobiktir ve nitrat rediiksiyonu yapamadigi bilinmektedir [Romanenko ve ark.,
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2002]. Deniz ekosisteminin bir pargasi olan Halobacillus cinsine ait H. halophilus,
H. litoralis ve H. trueperi’nin nitrat1 nitrite indirgeyememektedir [Ventosa ve ark.,
1998]. Ilml halofilik bakteri olan Thalassobacillus devorans’in ise nitrat
rediksiyonu yaptig1 bildirilmektedir [Garcia ve ark., 2005]. Calisma sirasinda
kullanilan halofilik arke ve bakteri suslarinin higbirinin nitrat rediiksiyonu yapmadigi

tespit edilmistir.

Birbir ve arkadaslarinin Tirkiye’de ki, i¢lerinde Tuz Golii’de bulunan, bazi
hipersaline bolgelerden aldiklar1 Ornekler {izerinde yaptiklar1i calismada, Tuz
Goli’'nden izole edilen halofilik arke suslarmin %36’sinin indol pozitif oldugunu
tespit etmistirler [Birbir ve ark., 2007]. Ancak bu c¢alismada, arke suslarmin hepsi
indol pozitif olarak bulunmustur. Buda bize ¢alismada kullanilan suslarin triptofan

amino asitini triptofanaz enzim varligi ile pargalayabildigini gostermektedir.

Oksidaz ve katalaz aktiviteleriyle ilgili yapilan bir ¢aligmada Tuz Goli’nden izole
edilen halofilik bakterilerin %83 iliniin pozitif oksidaz reaksiyonu, %78’ inin pozitif
katalaz reaksiyonu verdikleri saptanmistir [Birbir ve ark., 2001]. Izmir Camalt:
Tuzlas’ndan izole edilen halofilik bakteri suslarmin %33’linlin katalaz negatif,
%67’sinin katalaz pozitif reaksiyon verdikleri bildirilmistir [Demirci, 2009]. Bu
calismada ise, izole edilen halofilik arke ve bakterilerin %21°1 oksidaz, %83’i
katalaz pozitif olarak belirlenmistir. Bu da bize bu suslarin sitokrom C oksidaz ve

katalaz enzimlerine sahip olduklarini gostermektedir.

Halofilik organizmalarin DNaz aktiviteleri hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir. Pek
cok tliriin DNaz aktivitesi tanimlanmamistir. Calismada kullandigimiz suslarimizin
hi¢ birinde DNaz aktivitesine rastlanmamistir. Bu da, suslarin patojen olmadigini
gostermektedir. Ureaz aktivitesi ise halofilik arke suslarinda negatif, halofilik

bakteriler de ise pozitif olarak tespit edilmistir.



70

Elde edilen biyokimyasal testlerin sonuglart ile farkli ¢alismalardaki biyokimyasal
test sonuclart c¢ogunlukla Ortiigmektedir. Bulunan farkli sonuglarin, sus
farkliliklarindan, izole edildikleri ortamdaki ¢evre sartlarindan ve genetik

modifikasyonlardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Halofilik arkeleri bakterilerden ayirmak igin bazi antibiyotiklerin indikator olarak
uygun olduklar1 diistiniilmektedir. Arkelerin hiicre duvari sentezini inhibe eden
penisilin G ve protein sentezi inhibitoéri kloramfenikol antibiyotiklerine direng
gostermeleri, hiicre duvar1 sentezini inhibe eden baska bir antibiyotik olan basitrasine
ve genetik materyal inhibitérii olan novobiosin antibiyotiklerine duyarli olmalari
genel karakteristik Ozellikleri oldugu bildirilmektedir [Oren, 2002]. Bu bilgilere
paralel olarak c¢alismada kullanilan suslardan halofilik arke olan Halobacterium
salinarium NB20, NB21, NB28 ve H. halobium NB22 suslar1 penisilin G ve
kloramfenikol antibiyotiklerine diren¢c g0sterirken, basitrasin ve novobiosin
antibiyotiklerine duyarlilik gostermislerdir. Suslarin molekiiler tanimlamar1 da bu
sonuglar1 desteklemistir. Birbir ¢alismasinda, Tuz Golii izolatlarinin arke olanlarinin
hepsinin Penisilin G’ ye direngli oldugunu bildirmistir [Birbir, 2003]. Mutlu, Tuz
Goli’nden izole etdigi 122 arke susunun 9 tanesi hari¢ diger timiiniin penisin G’ye,
vankomisin ve kloramfenikol’e karsi direngli ve basitrasin ve novobiosin’e duyarli
olduklarini belirtmistir [Mutlu,2006]. Bu sonuglar ile ¢alismada elde ettigimiz
sonuglar ortlismektedir. Denizlerden izole edilen halofilik bakterilerin ise, hepsinin
hiicre duvar1 sentezi inhibe eden seftriaksona, protein sentezini inhibe eden
kloramfenikole ve eritromisine duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Halomonas
aquamarina NB2 susu hari¢ hepsi basitrasin ve novobiyosin antibiyotiklerine duyarl

olduklar1 bulunmustur.

Farkli bolgelerden izole edilen 12 susdan, bir susun Halomonas cinsine, bir susun
Thalassobacillus cinsine, dort susun Halobacterium cinsine, alt1 susunda
Halobacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir. Halomonadaceae familyasina ait

Halomonas cinsi 1liml halofiller i¢indeki en biy(k cinstir ve bugin itibariyle 30’dan
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fazla tirQ icerir [Romano ve ark., 2005]. Tuzlu habitatlardan izole edilen tirlerin
cogunu olusturan Halomonas genusunun siniflandiriimasi, yeni turler izole edildikce
ve tammlandikca daha da netlesecektir. Bu tlrler 0Ozellikle olusturduklar
eksopolisakkaritleri, aromatik bilesikleri degrade edebilmeleri ve Urettikleri enzimler
nedeniyle onemlidir [Yavuztlrk, 2005]. Benzer olarak halofilik olan Bacillaceae
familyasina ait olan Halobacillus genusunda 18 tur bulunmaktadir. Halobacillus
tiirlerinin ~ endospor  olusturmalar1  en  dikkat ¢ekici  6zelliklerindendir.
Halobacillus’larin  organik kirleticileri  biyodegrede edebilme yetenekleri
arastirmacilarin  ilgisini  ¢ekmektedir  [Nicholson ve Fathepure, 2005].
Thalassobacillus devorans tiri Thalassobacillus cinsine ve Bacillaceae familyasina
aittir. Yeni denilebilecek bir tarihte Ispanya denizlerinde kesfedilen bu tiir yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda bile fenolii parcalama 0zelligi gostermektedir [Garcia ve ark.,
2005]. Yeni bulunmasi nedeniylede bu halofilik bakteri hakkinda kisitli bilgi

bulunmaktadir.

Calismada denizden izole edilen Halomonas aquamarina, Halobacillus trueperi ve
Thalassobacillus devorans tiirleri kozmopolit tiirler olsa da Tiirkiye’de bilinen
benzer bir ¢aligmada kullanilmamislardir. Ayrica Tiirkiye kaynakli izolasyonlar

hakkinda da kisith bilgi bulunmaktadir.

Tuz Gélii tuzluluk oran1 bakimindan Israil’de ki Olii Deniz’den (Death Sea) sonra en
tuzlu ikinci goliidiir. Tuz G6li hipesaline habitatindan Halobacterium salinarium ve
Halobacterium halobium olarak belirlenen ekstrem halofilik arke turleri izole
edilmistir. Daha oOnce yapilan ¢alismalarda da Tuz Goli, tuz ve gol suyu
orneklemelerinde Halobacterium salinarium ve Halobacterium halobium turlerinin
izole edildigi bildirilmistir [Birbir, 2003; Mutlu, 2006 ve Ozcan, 2006]. Tuz
Goli’nden izole edilen halofilik mikroorganizmalarin tanimlanmast ve enzim
aktiviteleri hakkinda calismalar mevcut olmasina ragmen [Yalgin, 2000; Bahgeci,
2004], biyodegredasyon o6zellikleri hakkinda veri bulunmamaktadir. Bu nedenle

caligmanin 6zgiin degeri olduke¢a yiiksektir.
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Halofilik ortamlarda olusan petrol kirliliklerinin giderilmesi i¢in yiiksek tuzluluga
dayanikli halofilik ve halotolerant mikroorganizmalarin kullanilmasi gerekmektedir.
Tuzcul bir ortamda olusan petrol kirliliginin giderilmesinde tuza duyarh
mikroorganizmalar kullanilmak istenirse, tuzluluk bu mikroorganizmalar i¢in ¢ok
sert bir ortam olusturdugu icin mikrobiyal biyodegredasyonu zorlastiracaktir. Bu
nedenle, petrolle kontamine olmus tuzcul alanlarin biyoremidasyonunda basariya
sadece petroli parcalayabilen halofilik ve halotolerant organizmalar ya da petroli
parcalayabilen yerel mikroorganizmalar kullanilarak basarilabilecegi bildirilmektedir
[Rhykerd ve ark. 1995, Nicholson, 2005]. Calismada ¢esitli nedenlerden dolay1
petrol kontaminasyonlarina maruz kalan deniz sularindan izole edilen halofilik
bakterilerin, petrol hidrokarbonu bilesenlerinden olan benzen, toluen ve ksilenin
par¢alama metabolizmasina sahip olup olmadiklar1 arastirilmistir. Ayrica ekstrem
sartlara sahip habitatlarda yasayabilen dayanikli arke tiirlerinin BTX bilesenlerinin
biyodegredasyonunda alternatif ajan olarak kullanilabilirligi ¢alismada test edilmek

istenmistir.

Petrol her ne kadar dogal bir iirlin olsa da bilesenlerinin canlilar {izerinde toksik
etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle g¢alismada BTX bilesenlerinin, izole edilen
halofilik bakteri ve arkelerin ilizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlari
(MIK) degerlendirilmistir. Aragtirmada BTX bilesenlerinin farkli
konsantrasyonlarinin, kullanilan suslar iizerinde farkli inhibe edici etkileri olmustur.
Halofilik bakteriler icerisinde her iic BTX bileseninin %5 (v/v) {lizerinde ki
konsantrasyonlarinda inhibe olan Halobacillus trueperi NB8 ve NB11 suslar1 bu
hidrokarbonlarin lethal etkilerine en direngli olan suslar olarak belirlenmistir.
Halobacterium salinarium NB20, NB21, NB28 ve H. halobium NB22 halofilik arke
suglarinin (MIK) degeri ise %2 (v/v) olarak tespit edilmistir.

Halofilik bakteri tirlerinin benzen, toluen, ksilen ve etilbenzen degredasyonu
hakkinda c¢ok az bilgi bulunmaktadir [Sei ve Fathepure, 2009]. Ozellikle
Halobacillus cinsine ait tiirlerin BTX bilesenleri biyodegredasyonu hakkinda bilgi
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¢ok smurhidir. Li ve arkadaslarinin Dogu Cin Deniz sedimentlerinden izole ettikleri
Marinobacter, Prolixibacter, Balneola, Zunongwangia, Halobacillus cinsleriyle
benzen homologlarinin biyodegredasyonu iizerine yaptiklar1 aragtirmada 2 M NaCl
konsantrasyonunda 120 mg/L tolueni 5 gunde biyodegrede edebildiklerini tespit
etmislerdir [Li ve ark., 2012]. Garcia ve arkadaslar1 Ispanya’dan izole ettikleri 110
Halomonas cinsine ait susun monosiklik ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarinin
tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanimiyla ilgili yaptiklari arastirmada %33 ile
%48 arasinda degisen oranlarda kullanimini gostermislerdir [Garcia ve ark., 2005a].
Cesitli deniz sedimentlerinden izole edilen halofilik bakteri olan Halomonas cinsine
ait izolatlarin monosiklik ve polisiklik aromatik bilesikler i{izerinde gelisebildigi
bilinmektedir [Hinteregger ve Streichsbier, 1997; Melcher ve ark., 2002]. Halomonas
sp. C2SS100 susu Tunus’ta ki acik deniz petrol arama sahasindaki petrol iiretim
suyundan izole edilmis ve bu susun etkili bir sekilde petrol hidrokarbonlarini degrede

edebildigi bulunmustur [Mnif ve ark., 2009].

Caligmada halofilik bakteri olarak tanimlanan tiirlerin tek karbon ve enerji kaynag:
olarak petrol hidrokarbon bilesenlerini kullanarak, parcalama yetenekleri test
edilmistir. Halomonas aquamarina NB2 halofilik bakteri susunun benzeni en iyi
metabolik olarak pargalayan sus oldugu tespit edilmistir. H. aquamarina NB2
susunun %1 (v/V) benzende %25,25 oraninda canlilik géstermistir, ancak ayni oranda
canlilig1 ksilen ve toluen de gosterememistir. Diger halofilik bakteri suslar1 ise farkli
konsantrasyonlardaki BTX bilesenlerinde %0,5 ile %15,6 araliklarinda canlh
kalabilmiglerdir. Diger bilim insanlarinin bulduklar1 sonuglardan daha diisiik
degredasyon kapasitesine sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Bu ¢aligmada izole edilen
ve yeni denilebilecek bir tir olan T. devorans NB13 susunun da %1 ve %2 (v/v)
oraninda benzen, toluen ve ksileni degrede ettigi tespit edilmistir T. devorans tirdndn
biyodegredasyon kapasitesi hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmasa da, cesitli aromatik
bilesenleri pargalayabildigi bildirilmektedir [Garcia ve ark., 2005b].
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Gectigimiz otuz yil boyunca degisik organik bilesikleri metabolize ederek ortamdan
uzaklastiran  halofilik olmayan Pseudomonas bakterileri  biyodegredasyon
calismalarinda model cins olarak arastirmalarda kullanilmistir. Garcia ve arkadaslari
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda aromatik bilesikleri pargalanmasinda halofilik
bakteri tiirlerinin de model bakteri olarak ¢aligmalarda kullanilabilecegini

Onermektedirler [Garcia ve ark., 2005a].

Arastirmada petrol hidrokarbonlarinin mikrobiyolojik olarak degrede edebilme
yetenegi, her ii¢ konsantrasyonda da gelisme gosterdiginden dolay1, denizlerden izole
edilen Halobacillus trueperi NB8 halofilik bakteri susunda tespit edilmistir. Cesitli
sebeplerden petrol hidrokarbonlariyla kontamine olan Istanbul Silivri Limani’ndan
izole edilen H. trueperi NB8 susu, bu bolgedeki yiksek hidrokarbon
kontaminasyonu sebebiyle her ii¢ konsantrasyondaki BTX bilesenlerini (benzen,
toluen, ksilen) iyi bir sekilde degrede edebildigi diisiiniilmektedir. Bakteriler arasinda
her iic BTX bilesenini iyi parcaladigi ve MIK degerleri %5 (v/v) lizerinde olmasi
nedeniyle H. trueperi NB8 susu petrol hidrokarbonu ile kontamine olmus alanlarin

biyoremidasyonunda biyodegrede edici ajan olarak kullanilabilir.

Bu caligsmayla petrol hidrokarbonlarin1 metabolize etme yetenekleri hakkinda kisith
bilgi bulunan Halobacillus, Halomonas ve Thalassobacillus cinsine ait halofilik
bakterileri tiirlerinin BTX bilesenlerini biyodegredasyonu iizerine g¢alisilarak,

literatiire veri kazandirilmistir.

Calismada, Halobacterium salinarium NB20, NB21 ve NB28 ve H. halobium NB22
arke suslari, ¢aligilan diger bakteri suslar1 arasinda benzen, toluen ve ksileni en yavas
ve en disik seviyede degrede eden tiirler olarak degerlendirilmistir. Bunun
nedeninin arkelerin, bakterilere gore degredasyon yeteneklerinin daha diisiik olmasi
olabilir. MIK degerleri de goz oniine alnarak, bu halofilik arke tirlerinin petrol
hidrokarbonlarin1 biyodegre etme kapasitelerinin ¢ok diisiik oldugu ve bu

bilesenlerin Halobacterium salinarium ve H. halobium turleri Uzerinde lethal etki
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gosterdigi goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Hazar Denizi’nin dogusunda
ki Kalamkass petrol sahasindan izole edilen ve asir1 tuzcul arke olan Haloferax
mediterranei’nin %10-%25 (v/v) NaCl konsantrasyonlarinda petrolii tek karbon
kaynag1 olarak kullanarak gelistigi bildirilmistir [Zvyagintseva ve ark., 1995].
Rusya’da ki tuzcul petrol sahalarinda %32 tuzlulukta petrol hidrokarbonlarini
degrede edebilen arke turleri tespit edilmistir [Kulichevskaya ve ark., 1991]. Bu
calismalarda petrol hidrokarbonlariyla kontamine olmus alanlardan alinan drneklerin
biyodegredasyon kapasiteleri petrol kontaminasyonuna maruz kalmalariyla birlikte
gelistirdikleri adaptasyonlarla iliskilendirilse de, hi¢ petrol kontaminasyonuna
ugramamig tuzcul alanlarda da arkeal tiirlerin petrol hidrokarbonlarini
parcalayabildigi bildirilmektedir. Fransa’da daha oOnce hi¢ kontamine olmamis
Camargue tuz goliinde Tapilatu ve meslektaslar1, Holarcula argentinensis, Haloferax
volcanii ve H. alexandrinus turleri ile yaptigi calismada, kullanilan suslarinin
40°C’de 30 giin inkiibasyonu sonucunda %32 ile %95 oranlarinda hidrokarbonlari
degrede edebildigini gostermiglerdir [Tapilatu ve ark., 2010]. Calismada kullanilan
halofilik arke suslart BTX bilesenlerini degrede ederek, %0,5 ile %5,3 araliklarinda
canli kalabilmislerdir. Diger aragtirmacilarin bulduklari sonuglardan daha diisiik
degredasyon kapasitesine sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bu durum &rnekleme
yapilan alanin siirekli ve diizenli olarak petrol kontaminasyonlarina maruz

kalmamasindan kaynaklanmais olabilir.

Calismada Tuz Golii’nden izole edilen Halobacterium salinarium NB20, NNB21,
NB28 ve H. halobium NB22 arke suslar1 her ne kadar ekstrem tuzlu sartlara
adaptasyon gosterebilmis olsalar da, petrol bilesenlerinin diisiik seviyedeki
konsantrasyonlarinda gelisimleri inhibe oldugu icin petrol kirliliklerinde

biyodegredasyon elemani olarak kullanilamayacaklar diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak giinlik hayatimizdan endiistriyel alanlara kadar ¢esitli amaglarla
kullanilan, su ve karasal ekosistemlerde risk olusturan petrol kirleticilerinin

olusturduklari kirliliklerin mikroorganizmalar yoluyla giderilmesinde,
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biyodegredasyon ve biyoremediasyon ¢alismalar1 giin gectikce dnem kazanmaktadir.
Bu alanda kullanilan mikroorganizmalarin 6zellikle halofilik ¢evrelerde olusan petrol
hidrokarbonu Kirliliklerinin giderilmesinde Halomonas trueperi NB8 ve Halomonas
aquamarina NB2 suslarinin yardimi ile hem ¢evrede sorun olusturan kirletici ajanlar
ortadan kaldirilarak c¢evre kirliligi azaltilmas1 hem de biyoteknolojik ve biyocesitlilik
acisindan 6nemli aragtirmalara yeni bir boyut getirecegini diisiinmekteyiz. TUrkiye
denizlerindeki halofilik olup BTX bilesenlerinin biyodegredasyon yetenegine sahip
mikroorganizmalarin tanitilmast agisindan bu ¢alismanin ilk olmasi sebebiyle konu

ile ilgili bundan sonraki ¢alismalara 151k tutacagi inancindayiz.
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