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OZET

Arastirmada, 20 adet Pseudomonas cinsine ait bakteri suslar1 kullamilmstir.
Suslarin olusturdugu pigment, ekzopolisakkarit (EPS) ve ramnolipid iiretimleri
spektrofotometrik olarak belirlenmis ve pigment iiretimlerinin 2,11-10,10
pg/mL, EPS iiretimlerinin 22-75 mg/L ve ramnolipid iiretimlerinin ise 219-521

mg/L arasinda degistigi bulunmustur.

Cevresel kirlilige neden olan baz1 organik kirleticilerin (2,4-D, benzin, BTX ve
benzen) Pseudomonas spp. suslan iizerinde toksik etkileri arastirilmistir. Bu
amacla suslar iizerinde farkhh konsantrasyonlardaki 2,4-D, benzin BTX ve
benzen denenerek minimum inhibisyon konsantrasyonlarnt (MIK) tespit
edilmistir. MiK’ e gore suslarin 2,4-D herbisiti ve benzene, BTX ve benzine
oranla daha direncli oldugu belirlenmis ve bundan sonraki degredasyon

cahismalar1 MiK konsantrasyonlari esas alinarak yiiriitiilmiistiir.

Cahismada Pseudomonas spp. suslarimin cesitli organik Kirleticileri (2,4-D,
benzin BTX ve benzen) farkh siirelerde (24, 48, 72 ve 96. saatlerde)
biyodegredasyon yetenekleri ve bu esnada olusturduklar1 ikincil metabolit
iiretimleri spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Suslar arasindan 2,4-D
herbisiti, benzin, BTX ve benzeni karbon kaynag: olarak kullamip bu organik

kirleticilerde yiiksek iiretim gosteren suslar sirasiyla 72. saatte P. aeruginosa B1,



96. saatte P. putida B15, 48. saatte P. stutzeri B11 ve 72. saatte P. fluorescens BS
olarak tespit edilmistir. 2,4-D herbisitinde en yiiksek piyosiyanin, EPS ve
ramnolipid iiretimi 72. saatte (sirasiyla 4,1 pg/mL, 40 mg/L, 45 mg/L) P.
aeruginosa B1 susu tarafindan gerceklesmistir. Benzinde en yiiksek ramnolipid
iiretimi 72. saatte (52 mg/L) P. putida B15 susu tarafindan elde edilmistir. BTX’
de en yiiksek EPS iiretimi 48. saatte (30 mg/L) P. stutzeri B11 susu tarafindan
elde edilmistir. Benzende en yiiksek EPS iiretimi 72. saatte (33 mg/L) P.

fluorescens BS susu tarafindan elde edilmistir.

Arastirmada, en iyi sonu¢ veren P. aeruginosa B1 susunun 2,4-D herbisitini
farkh siirelerde (24, 48, 72 ve 96. saatlerde) degredasyonu ve bu esnada susun
en yiiksek metabolit tiretimi gosterdigi saatteki EPS’ nin monomer yapis1 High
Performance Liquid Chromotography (HPLC) analizi ile yapilmis ve 2,4-D
herbisitinin 24. saatte % 24’ sinin, 48. saatte % 31’ unun, 72. saatte % 32’ inin,
ve 96. saatte ise % 33’ sinin degrede oldugu en yiiksek degredasyonun 24. saatte
gerceklestigi belirlenmistir. P. aeroginosa B1 susunun nurtient broth (NB) ve
2,4-D+MSM besiortaminda iirettikleri EPS’ nin monomer komposizyonlarinin
farkh oldugu ve bu susun NB besiortaminda ki seker kompozisyonunun % 31
glikoz, % 69 gliserol, 2,4-D+MSM besiortaminda ise % 70 gliserol, % 30 N-
asetil-D-glikoz amin, icerdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, benzin, BTX ve
benzen gibi petrol hidrokarbonlarinda yiiksek gelisim gosteren ve yiiksek EPS
iireten suslarin da (benzinde P. putida B15, BTX’ de P. stutzeri B11 ve benzende
P. fluorescens B5) NB ve Petrol hidrokarbonu+MSM besiortamlarinda
irettikleri EPS’ nin monomer yapilari incelenmis ve suslarin iirettikleri EPS’
nin bashca bilesenlerinin glikoz, arabinoz, gliserol, riboz, galaktronik asit N-

asetil-D-galaktoz amin ve N-asetil-D-glikoz amin oldugu bulunmustur.
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ABSTRACT

In this study, a total of twenty strains belonging to genera Pseudomonas were
used. The productions of pigment (pyocyanin), exopolysaccharides (EPS) and
rhamnolipid, formed by strains, were determined by spectrophotometric
method. The production of pyocyanin ranged between 2.11-10.10 pg/mL, EPS
22-75 mg/mL and rhamnolipid 219-521 mg/mL.

Toxic effects of some organic environmental pollutants (2,4-D, gasoline, BTX
and benzene) on strains of Pseudomonas spp. were investigated. For this
purpose, various concentrations of 2, 4-D herbicide, gasoline, BTX and benzene
were tested to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC) of
individual strains. Degradation studies were evaluated according to MICs and it
was found that, strains were more resistant to 2, 4-D herbicide and benzene

rather than BTX and gasoline.

In the present study, organic pollutant (2,4-D, gasoline, BTX and benzene)
biodegradation abilities and secondary metabolite production rates of P.

aeruginosa B1, P. putida B15, P. stutzeri B11 and P. fluorescens BS for various
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periods of time (24, 48, 72 and 96 hrs) were determined by spectrophotometric
method. In the presence of 2-4-D herbicide, maximal production of pyocyanin,
EPS and rhamnolipid production was observed in P. aeruginosa B1 at 72 hours
(4,1 pg/mL, 40 mg/L. and 45 mg/L, respectively). In the presence gasoline,
maximal production of rhamnolipid (52 mg/L) production was observed in P.
putida B15 at 72 hours. In the presence BTX, maximal production of EPS
production (30 mg/L) was observed in P. putida B11 at 48 hours and in benzene,
maximal production of EPS production (33 mg/L) was observed in P.

fluorescens BS at 72 hours.

The monomer compositions and EPS production of P. aeruginosa B1, which
degradated to 2, 4-D at different growth time (24, 48, 72 and 96 hrs), were
determined by using HPLC. The degradation of 2, 4-D herbicide advanced to 24
% at 24 hrs, 31 % at 48 hrs, 32 % 72 hrs and 33 % at 96 hrs. The monomeric
composition of EPS produced by P. aeruginosa B1 were found some differences
between nutrient broth and MSM medium with 2, 4-D. Sugar composition of
EPS produced by P. aeruginosa B1 in NB was 31 % glucose, 69 % glycerol and
70 % glycerol, 30 % N-acetyl-D-glucose amine in MSM medium with 2,4-D. On
the other hand, the monomeric EPS consituents of strains that grow well in
petroleum hydrocarbons, such as gasoline, BTX and benzene (P. putida B15 in
benzene, P. stutzeri B11 in BTX and P. fluorescence BS in benzene) were
determined as glucose, arabinose, glycerol ribose, galactronic acid, N-acetyl-D-
galactose amine and N-acetyl-D-glucose amine when grown in nutrient broth

and MSM medium with petroleum hydrocarbon.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artmasi ile birlikte c¢ogalan insan faaliyetleri ve teknolojik
gelismelerle gerek endiistride gerekse giinliik yasantimizda yaygin olarak kullanilan
organik kirleticilerin miktar1 ve ¢esitliligi, modern yagamin gereksinimleri kargisinda
giin gectikge artmaktadir. Endiistrideki ilerlermeler ve gelisen tarim teknolojileri,
petrol, petrol tiirevleri ve pestisitler gibi ¢esitli kullanim alanlarina sahip olan bir ¢cok
kirletici ajanin giinlik hayatimiza girmesine neden olmaktadir. Bu organik
kirleticilerin kullanimindaki artig, ¢evre sorunlari ile birlikte ciddi saglik sorunlarini

da beraberinde getirmektedir.

Hizla gelismekte olan iilkemizde enerji kaynagi olarak petroliin tiiketimindeki artis,
petrol {irlinlerinin {iretimi, igletilmesi esnasinda olusan atiklar, taginmasi esnasinda
olusan kazalar ve sizintilar nedeni ile hidrokarbonlarla kirletilmis alanlarin miktar1 da
artmaktadir. Ayni zamanda zirai miicadelede rol alan kimyasal maddelerden olan
pestisitler, ozellikle de herbisitler, endiistride ve tarim alanlarindaki kullanimlari
sonucu c¢evreye yayilmakta, toprakta ve suda uzun siire bozulmadan kalarak
birikmektedirler. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de kullanilan bu organik
bilesiklerin 6zellikle petrol iiriinleri ve kimyasallar’ in (plastikler, ilag maddeleri,
deterjanlar, bocek ve bitki ilaglar1) canlilar i¢in toksik ve kanserojen oldugu

bilinmektedir.

Son yillarda kiiresel endiistrilesme ve teknolojideki hizli gelismelere bagli olarak
ortaya cikan atik maddelerin ¢evreye olan olumsuz etkilerini gidermek veya
azaltmak icin atik maddelerin giderimi ya da degerlendirilmesinde kullanilan klasik
endiistriyal yontemler yerine biyoteknolojik yontemler tercih edilmektedir Bu
uygulamalarda atik maddelerin geri kazanimi ¢evre dostu teknolojilerin temel hedefi
durumuna gelmistir. BOylece hem endiistriyel atik maddelerin biyoteknolojik
yontemle geri kazanilarak tekrar ham madde olarak kullanilmasi gerceklestirilecek,
hem de tarim, kozmetik, saglik, petrol endiistrisi ve ¢evre teknolojisi gibi alanlarda

ekonomik olarak degerlendirilmesi saglanmis olacaktir [1].



Son zamanlarda biyoteknoloji alanindaki arastirmalar mikroorganizmalar yardimi ile
atik maddelerin pargalamasi ve yeni {irlinlerin elde edilmesi esasina dayanmaktadir.
Boylece hem g¢evre kirliligi azaltilacak hem de insanlarin yasami igin yararh
tiriinlerin elde edilmesi saglanmig olacaktir. S6z konusu atik maddelerin ham madde
olarak kullanimi sonucu mikrobiyal yolla elde edilen biyoteknolojik iirtinlerden
birka¢1 mikrobiyal polisakkaritler, pigmentler ve de biyosiirfektanlar (biyo-ylizey
aktif maddeler)’” dir [1, 2, 3]. Dogada bircok mikroorganizma, ozellikle de
Pseudomonas cinsi iyeleri, tireme ve ¢ogalmak icin farkli karbon kaynaklar
kullanarak ikincil metabolitler (ekzopolisakkarit, piyosiyanin ve ramnolipid)

sentezlemektedirler [3-9].

Toprakta yaygin olarak bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin, ozellikle ¢evre
kirliligi bakimindan ciddi risk olusturan kirletici faktorleri ©nemli oranda
degredasyon kabiliyeti gostererek topragin dogal yolla temizlenmesinde rol
oynamasi sebebiyle ¢evre biyoteknolojisine yonelik ¢calismalarda tercih edilmektedir.
Ancak bu 6zelliginin yani sira bu bakteriler tarafindan bir ¢ok alanda 6énemli olan
biyoteknolojik metabolitlerin iiretimininde biyoteknoloji alanindaki arastirmalara
yeni bir boyut getirecegi diistinlilmektedir. Bu amagla ¢alismada, atik su ve toprak
orneklerinden izole edilmis olan Pseudomonas spp. suslart kullanilarak bu suslarin
cesitli cevrelerde diger mikroorganizmalara oranla canli kalabilme sansini artiran ve
onlar tstiin kilan bazi metabolitleri (piyosiyanin, ekzopolisakkarit ve ramnolipid)
iiretim yetenekleri aragtirilmistir. Suslar {izerine 6nemli 6l¢ilide ¢evre kirliligine yol
acan organik bilesiklerin [2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid), benzin, BTX
(benzen, toluen, ksilen) ve benzen] toksik etkileri arastirilarak bu bilesiklere suslarin
direngliliklerinin tespiti hedeflenmistir. Ayrica Pseudomonas spp. suslarmin farkl
inkiibasyon siirelerinde bazi organik bilesikleri (2,4-D, benzin, BTX ve benzen)
hiicre gelisimlerine bagl olarak biyodegredasyon kapasiteleri ve EPS, piyosiyanin ve
ramnolipid Uretim yetenekleri spektrofotometrik olarak incelenmistir. Aragtirmada
biyodegradasyon yetenegi yiiksek olan ve yiiksek oranda EPS, piyosiyanin ve
ramnolipid iiretme kapasitesine sahip Pseudomonas spp. suslarin sec¢imi

amaglanmistir. Secilen bu suslarin, bazi organik kirleticileri degrede etme yetenekleri



ve bu esnada iirettikleri EPS’ lerin monomer yapilariin HPLC (High Performance

Liquid Cromotography ) analizi ile tespiti hedeflenmigtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pseudomonas Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesine ait olup, diiz veya hafif kivrik
cubuk seklindedir. Uzunluklar1 1,5-5,0 pm, genislikleri 0,5-1,0 pum arasindadir.
Hareket, bir veya birkag polar flagella ile saglanir, bazi tiirleri farkli uzunlukta lateral
flagellaya sahiptir, nadiren hareketsizdirler. Polar flagellalarin sayist 6nemli bir
taksonomik karakterdir. Gram-negatif ve zorunlu aerobik bakterilerdir. Fakat bazi
tiirleri nitratin varliginda anaerobik olarak gelisirler. Oksidaz pozitif veya negatif,

katalaz pozitiftirler [10, 11, 12].

Pigmentasyon, Pseudomonas cinsinin genel bir karakteridir, ancak pigment
olusturmayan tiirlere de sahiptir. Bazi tiirleri ayirt edici koloni morfolojisi gdsterirler

[13].

Bazi tiirleri 4°C’de gelisebilir, ancak ¢ogu 30-37 °C aras1 optimal gelisim sicakligina
sahip mezofilik bakterilerdir. Bir ¢ok tiirli, asidik sartlarda (pH 4.5) gelisemezler
[10].

Bir ¢ok Pseudomonas tiri amonyum tuzlarinin ve tek bir karbon kaynaginin
bulundugu ortamlarda gelisebilirler. Sadece birkag tiir organik gelisim faktorlerine
ihtiya¢ duyar. Kemoorganotrofiktirler, fakat baz tiirleri ototrofik sartlar altinda da
gelisebilir. Hig bir tiirii fermentatif ve fotosentetik degildir [11].

Cok gii¢lii metabolizmalar1 bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin ¢ogunun direkt
izolasyonu yapilabilmistir. Bunda dogada o6zellikle havada, toprakta ve sularda
yaygin bulunmalar1 biiyiik rol oynar. Cins tiyelerinin bir kismui bitkiler, hayvanlar ve
insanlar iizerinde patojenik ozellikler gosterirler. Ozellikle memeli hayvan ve
insanlarin bagirsaginda az sayida bulunan Pseudomonas aeruginosa son zamanlarda
firsatc1 bir patojen olarak kabul edilmektedir [14]. P. aeruginosa’ nin patojenligi

insanda ¢esitli enfeksiyonlara neden olan viriilens faktorlerinden kaynaklanmaktadir.



Bu viriilens faktorlerden bazilar1 ekzotoksin A, fosfolipaz C, proteaz, pili,
ekzopolisakkarit kapsiil, pigmentler ve ramnolipidlerdir [15]. Bu viriilens
faktorlerden ekzopolisakkarit kapsiil, pigmentler ve ramnolipidler Pseudomonas’ lar
tarafindan tretilen sekonder metabolitler olarak adlandirilmaktadirlar [16, 17]. Bu
metabolitler Pseudomonas’ larin hayatta kalmalarimi ve diger bakterilerle rekabet
etmelerini saglamaktadir. Ornegin, suda ¢oziinebilen bir sekonder metabolit olan
piyosiyanin, ¢esitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gostermektedir

[16].

Pseudomonas bakterileri genetik calismalarda 6zel bir ilgiye sahiptir. Bunun
nedenleri, genis bir yayilim alanina, medikal 6neme, beslenme ve biyokimyasal ¢cok
yonliiliige sahip olmalar ile laboratuvar ortamlarinda gelistirilebilmeleri i¢in gerekli
sartlarin basit olmasidir [14]. Genetik arastirmalar yoniinden P. aeruginosa PAOI
susu oldukca detayli ¢alisilmistir ve bu susun genom dizisi belirlenmistir. Bakterinin

genom biiyiikliigliniin 6 264 403 bp oldugu belirlenmistir [18].

Bir ¢ok organik bilesik Pseudomonas tirleri tarafindan mineralize edilebilir. Bu
bakteriler bu bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar. Buna bagh
olarak Pseudomonas tiirleri, biyoremediasyonunda kullanim potansiyeline sahiptir

[19].

2.1.1. Pseudomonas spp. suslarinin pigmentleri

Bakteriler kendi hiicreleri icerisinde kalan veya bulunduklar1 ortama saldiklari bazi
renkli maddeler yaparlar. Bir ¢ok mikroorganizmanin o6zellikle Streptomyces,
Streptosporangium, Microbispora, Brevibacterium, Sorangium ve Pseudomonas
cinsi iyelerinin pigment iiretimi bildirilmistir [20]. Pseudomonas tiirlerinin
piyoverdin (fluoressein), piyosiyanin, piyorubin ve piyomelanin adi verilen ¢esitli
pigmentler olusturduklar1 ve bu pigmentlerin onlara segici bir 6zellik kazandirdigi
bildirilmistir [21]. Son yillarda ki bir ¢ok ¢alisma fluoresens Pseudomonas’ larin
temsilcilerinden ozellikle de besiyeri icerisinde mavi-yesil piyosiyanin pigmentini

ireten P. aeruginosa ile yiiriitiillmektedir [22].



Mikroorganizmalar ~ dogada fenazinlerin ozel kaynaklaridir. Cesitli
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen 30 farkli fenazin bilesigi simdiye kadar
tanimlanmistir. Fenazinler organik ¢oziictilerle kiiltiir filtratlarinin ekstraksiyonuyla
izole edilmislerdir. Pseudomonas sp.’ leri arasinda fluoresens Pseudomonas’ lara ait
bir ¢ok susla ve P. cepecia grubunun bazi liyeleri tarafindan fenazin tretilmektedir.
Fenazin, Pseudomonas cinsi bakteriler tarafindan {iretilen antifungal antibiyotik
benzeri maddelerdir. Bu ylizden ¢esitli fenazin pigmentlerin iiretimi ve biyosentetik

yollar1 bilinmektedir [23].

Piyosiyanin, P. aeruginosa tarafindan {iretilen suda ve kloroformda eriyen,
fluoresans vermeyen fenazin grubundan mavi-yesil pigment oOzelliginde olan
kimyasal bir maddedir. Sivi besiyerlerinden yapilmis bakteri kiltiirlerine esit
miktarda kloroform eklenir ve calkalanirsa bu pigment besiyerinin i¢inde ¢okmiis
halde bulunan kloroform igerisinde kristalize olarak koyu mavi renkte gozlenir [24].
Piyosiyanin ¢ok calisilmig bir fenazin pigmenttir. Fenazinler antibiyotik 6zelliklere
sahip olduklar1 ve mikroorganizmanin gelisiminin durgun fazinda olustuklari igin
sekonder metabolit olarak siniflandirilmaktadirlar. Bu pigment, P. aeruginosa’ nin
hem patojenitesi hem de fizyolojisini belirleyici bir faktoér olarak kullanilmaktadir

[25, 26]. Piyosiyanin, inorganik fosfatin bakteri hiicresine alinmasina rol oynar [21].

Fluoresens pigmentler, fluoresens 6zellik tagiyan Pseudomonas' larin (P. aeruginosa,
P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P. flavescens)
karakteristigidir. Bu pigmentler sideroforlardir. Sideroforlar, mikroorganizmalar
tarafindan tiiretilen metabolitlerdir. Bu bilesikler demiri baglar ve kiiltiir ortaminda
diistik demir konsantrasyonlarinda bol miktarda dretilirler. Bdylece ortamda
bulunmayan demir problemini azaltir. Fluoresens Pseudomonas’ lar tarafindan
tiretilen sideroforlar (piyoverdin, salisilat ve piyoselin) diger mikroorganizmalarin
inhibisyonuna neden olmaktadir [27]. Demir stresinde bir ¢ok aerobik
mikroorganizma, en az bir siderofor tliretir [28]. Sideroforlar antimikrobiyal aktivitesi
onemli olan ekolojik etkilere sahip yapilardir. Ornegin; fluoresens Pseudomonad’
larin sideroforlari, bitkilere patojen bazi Pseudomonas spp. ve fungilerin cesitli

suslarina karsit antagonizm’ den sorumludur [29, 30]. Buna ilaveten mikrobiyal



sideroforlar, bitkiler i¢in demir kaynagi rezervidir [31-33]. Flouressein, kloroformda
¢oziinmeyen ancak suda c¢oziinen sarimsi renkte bir fluoresens pigmentidir. Bu

pigmentin goriilebilmesi i¢cin bazen UV 1518a ihtiya¢ duyulur [34].

Piyoverdin, fluoresens grupta yer alan P. aeruginosa, P. flourescens ve P. putida
tarafindan sentezlenen, suda eriyen, kloroformda erimeyen, ultraviyole i1siginda
fluoresens veren, sari-yesil renkte bir pigment grubunu ifade eder [22].
Piyoverdinler, kararli olmayan bilesiklerdir. Son yillarda Meyer [2] ve diger bilim
adamlar tarafindan yapilan ¢alismalar neticesinde P. fluorescens’ e ait piyoverdin
pigmenti hakkinda genis bilgiler elde edilmistir. Piyoverdinler, 3 farkli yapisal
boliimden olusmaktadir; fluoresandan sorumlu quinoline tiirevi bir kromofor,
dikarboksilik asit veya onun kromoforuna yani 5-aminogrubuna bagli monoamit
baglar1 ve 1-carboxylic gruba bagli 6-12 aminoasitlik peptit zinciri [35]. Meyer ve

b

Hornsperger (1978) piyoverdinin siderofor olarak Fe™’ iin aktif transportunda rol

aldigin1 aydinlatmislardir [36].

Piyosiyaninin tiirevi olan piyoselin, P. aerugionasa’ larin sideroforlarindan biridir.
Biyogenetik olarak, salisilik asid ve sisteinin iki molekiiliiniin kondensasyon
tiriinlidiir. Piyoselinin yapist su sekildedir. 2-(2-o-hidroksifenil-2-thiazolin-4-yl) 3-
metilthiazolidine-4-carboksilik asit. Bunlar, iki adet stereoisomer (piyoselinl-2)

olustururlar.

Piyorubin, baz1 P. aeruginosa suslan tarafinda iiretilen parlak kirmizi renkte,
kloroformda c¢oziinmeyen ancak suda c¢oziinen bir fenazin pigmentidir. Diisiik
oksijen konsantrasyonunda geri doniisiimsiiz olarak rengini yitirir. Tim pH

derecelerinde kirmizi renktedir [21].

Piyomelanin, P. aeruginosa kokenlilerin % 2-3’ ii tarafindan olusturulan ve bagka
hicbir bakteri tarafindan sentezlenmeyen, suda eriyen, kahverengimsi siyah renkte bir

pigmenttir [21].



2.1.2. Pseudomonas spp. suslarinda ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

EPS’ ler suda ¢oziinen, glikozid baglari ile birbirine bagl seker tinitelerinden olusan
polimerlerdir. Klinik ve ¢evresel ortamlardaki bakterilerin bir ¢ogunun 6zellikle de
toprak, deniz, tathh su gibi farkli g¢evresel orneklerden izole edilen, ¢ok sayida
bakteriler, Bacillus’ lar, Pseudomanas’ lar, Lactobacillus’ lar ve Azotobacter’ lerin
EPS frettikleri bilinmektedir [37]. Bakteriyel EPS’ lerin ¢ogunlugu diizenli
oligosakkaridlerin tekrarlanan birimlerinden olusmus heteropolisakkarit yapida, bazi
bakteriyel EPS’ ler ise tek tip sekerden meydana gelen bir homopolisakkarit
yapidadir. EPS’ yi olusturan homopolisakkaritlerin ¢ogunlugu nétr olmasina ragmen
bir ¢ok bakteriyel EPS negatif yiik tasir ve yiiksek kiitleye sahiptir [38-41]. In vitro
calismalarda EPS’ lerin varligi kati besiortamlarinda mukoid koloni, sivi besi

ortamlarinda ise oldukca viskoz bir goriintim ile tespit edilmektedir [42].

Ekzopolisakkaritlerin (EPS) biyosentezi, bir cok bakteri cinsi i¢in olduk¢a dnemli bir
ozelliktir [43]. Mikroorganizmalarin ¢evrelerine salgiladiklar1 EPS molekiilleri,
hiicreleri kurumadan, fagositozdan ve faj etkisinden korudugu, yiliksek oksijen
gerilimi sagladigi, antibiyotiklere ve toksik maddelere (toksik metal iyonlari, stilfiir
dioksit, etanol gibi) karsi hiicreleri koruma ve ylizey tutunmasinda yapistirici islevine
sahip oldugu bilinmektedir [44]. Polisakkaritler, bakteri suslarinin c¢ogalmalar
sirasinda susa ve ¢ogalma evresinin farkli kademelerine gore degisen kosullarda
sentezlenir. Heteropolisakkaridler hiicre iginde sentezlenirler ve daha sonra hiicre
disina ¢ikarilarak hiicrenin etrafini sararlar. Bu islemler i¢in bir¢ok enzimin varligina
ihtiya¢ duyulur. Bu enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaridlerin sentezinde de
kullanilmaktadir [42]. EPS sentezinin Sutherland tarafindan onerilen genel modele

gore gergeklestigi diisiincesi agirlik kazanmigtir. EPS’ lerin olusumunda;

* UDP-glukoz-dehidrogenaz
* glukozil-transferaz
* galaktozil — transferaz 1 ve 2

* polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgii olmayan birgok enzim gorev alir [45].



EPS’ deki yapisal ve diizenleyici genlerin iiretimi kromozomal veya plazmid DNA
kodlu olabilir. EPS iiretiminin diizenlenmesi olduk¢a komplekstir ve hem pozitif hem
de negatif regiilatorler igermektedir. Bu regiilatorlerden bazilar1 global
regiilatorlerdir. Bunlar hiicre dis1 enzimler gibi diger hiicre metabolizmalarinin
sentezini de diizenlemektedir. Ozmolarite ve dehidrasyon gibi dis uyarilarin etkisiyle

EPS {iretimi etkilenmektedir [46].

Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1 6zellikleri ile fonksiyonlar1 esas
alinarak mikrobiyal ekozopolisakkaritleri ii¢ ana grup altinda toplamak miimkiindjir.
Bunlar; hiicre yiizeyine kovalent baglarla bagl olan kapsiiler polisakkaritler (CPS),
hiicre duvarinin bir bileseni olan polisakkaritler (LPS) ve dis ¢evreye salinan yada
hiicre yiizeyi ile kovalent olmayan, gevsek baglarla iliskilenmis polisakkaritlerdir
[47, 48]. CPS ve LPS genellikle iiretici bakterilerin patojenitesini belirleyen yapilar
oldugundan, tibbi acidan biiylik 6nem tagimaktadir. Digeri ise gida endiistrisinde

genis bir kullanim alani bulunmaktadir [3, 49, 50].

EPS iiretimi biyoteknolojide genis uygulama alanlarma sahiptir [51]. Gida,
farmasotik, petrol endiistrilerinde [52, 53], tekstil, deterjan, atik su iyilestirmeleri,
dere yatag1 temizlemeleri, mayalanma, akarsu isleme siirecinde, kozmetikte yaygin
olarak kullanilmaktadirlar [37, 54]. EPS’ nin endiistriyel alandaki 6nemi, spesifik
kimyasal yapisina dayanmaktadir [55]. Mikrobiyal ekzopolisakkaritlerden dekstran,
ksanthan, gellan, pullulan ve bakteriyel alginatlar endiistriyel acidan 6nemli
olanlardir. Gida ve ila¢ endiistrisinde ve mikrobiyolojik besiyerlerini katilagtirmak
icin ticari hale getirilmislerdir. Ticari mikrobiyal iiretim i¢in sadece birkag
polisakkarit yogun olarak ¢alisilmistir: Leuconostoc sp. tarafindan tiretilen dekstran,

2

Xanthomonas compestris den ksantan gum, Azotobacter vinelandii ve
Pseudomonas sp. tarafindan flretilen alginik asit’ dir. P. aeruginosa tarafindan
tiretilen mukoid ekzopolisakkarid, tekrarli mannuronik ve glukuronik asit
polimerleridir ve alginat olarak isimlendirilirler [56]. EPS’ nin endiistriyel kullanimi
haricinde klinik a¢idan da 6nemi vardir. Bu agidan son yillarda tip ve farmakoloji

alaninda da kullanimi giindeme gelmistir. Anti-timor [57], antiviriis, ve ates

diistiriicii etmen olarak, ila¢ sanayisinde kaplama materyali olarak pek ¢ok fizyolojik
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aktivitelere katkida bulunurlar ayrica interferon, trombosit yiginlari birikmesi ve
faktor sentezlerini uyaran koloniler i¢in induker olarak kullanilirlar. 40 000-70 000
Da gibi diisiik mol agirlikli olanlar tipta en ¢ok kullanilanlardir. Dekstran-demir
kompleksi anemi vakalarinda, dekstran-kalsiyum kompleksi ise hayvan beslemede
hipokalsemi tedavisinde kullanilir. Ag yapili sephadex dekstranlar ise, biyolojik
maddelerin saflastirilmasi ve franksiyonlara ayrilmasinda devreye girerler [38, 58].
Yapilan caligmalar sonucunda EPS’ lerin bagirsak florasini diizenledigi, kolesterolii

diisiirdiigii ve antiiilser aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir [42, 59].

2.1.3. Pseudomonas spp. suslarinda ramnolipid iiretimi

Suirfektanlar  kimyasal yada mikrobial olarak sentezlenebilirler. Kimyasal
yontemlerle iiretilen siirfektanlar sentetik siirfektanlar, mikrobiyolojik olarak bir ¢ok
farkli mikroorganizma tarafindan genelde oksijenli ortamda sentezlenenler ise
biyosiirfektanlar olarak adlandirilir [60]. Biyosiirfektanlar diisiik molekiil agirlikli
glikolipidler ve lipopeptidler ile biiyiik molekiil agirlikli polimerleri kapsamaktadir.

Biyosiirfektanlar bir hidrofobik kisim (uzun zincirli yag asidi, hidroksi yag asidi veya
a-alkil-B- hidroksi yag asidi) ile birde hidrofilik kisstmdan (karbonhidrat, karboksilik
asit,fosfat, amino asit, siklik peptit veya alkol) olusan ampifilik molekiillerdir [63].
Genellikle yapisinda ramnoz sekeri ve P-hidroksidekanoik yag asitleri iceren
biyosiirfektanlara ramnolipidler denilmektedir. Eger yapisinda bir tane bes karbonlu
ramnoz sekeri ve yag asidi varsa monoramnolipid, eger yapisinda iki tane ramnoz
seker ve yag asitleri varsa di-ramnolipidler denilmektedir (Sekil 2.1). Ramnolipid
biyosentezi glikosil transfer reaksiyonlar1 olarak bilinir ve bu reaksiyonlar: katalize
eden spesifik enzim ramnosil transferaz enzimidir. Bu enzim asagida gosterilen

reaksiyonlar1 katalize ederek ramnolipid biyosentezini gergeklestirir [64]:
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Sekil 2.1. Ramnolipid biyosiirfektananin kimyasal yapis1 [64]
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1. TDP-L-Ramnoz+f hidroksi dekanoil-p hidroksi dekanoat

Transferaz I

» TDP+L-Ramnosil-B-hidroksidekanoil-B-
Hidroksi dekanoat (Ramnolipid 1)
2. TDP-L-Ramnoz+L-Ramnosil-B-Hidroksi dekanoil-B-Hidroksi dekanoat

Transferaz 11

» 2TDP+L-Ramnosil-L-Ramnosil-B-Hidroksi
dekanoil-B-Hidroksi dekanoat (Ramnolipid 2)

Mikroorganizmalardan Pseudomonaceae familyasina ait bazi tirler ramnolipid
denilen yiizey aktif bilesiklerini liretmektedirler. Ramnolipid biyosiirfektanlar1 hiicre
duvarinin yapisinda bulunduklar1 zaman hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik
ylizeye penetrasyonunu kolaylastirmalari, ektraselular olarak salindiklarinda ise
hidrokarbonlu bilesikleri emiilsifiye etme Ozelikleri ile taninan biyosiirfektanlardir

[65].

Son yillarda biyosiirfektanlar diisiik toksisitesi, biyolojik olarak parcalanabilirligi,
etkinligi, ekolojik uygunlugu ve ucuz siibstratlardan da elde edilmesi bakimindan
dikkat ¢cekmektedir. Bu bilesikler suda ¢oziinmeyen kirleticilerin siirfektan destekli
biyoremediasyonu gibi artan petrol iyilestirmelerini igeren bir ¢ok potansiyel
uygulamalarda kullanilmaktadir. Organik bilesikler karasal ve sucul ¢evrelerin
yaygin  insan  kaynakli  kirleticilerden  bazilaridir.  Bazi  habitatlarin
biyoremediasyonunu, hidrofobik kirleticilere mikroorganizmalarin zayif kalmasi
yliziinden smirli olmaktadir. Bu yiizden siirfektanlar bilesiklerin pargalanmasi ve
emiilsifikasyonu artirmaya yardim eder. Mikroorganizmalar yiiksek ve diisiik
molekiiler agirlikli  biyosiirfektanlar sentezlerler. Diisilk molekiiler agirlikl
biyosiirfektanlara 6rnek olarak yag asitleri, glikolipitler, siklik lipopeptidler ve
lipopeptidler  verilebilir.  Yiiksek molekiiler agirlikli  biyostirfektanlar  ise
polisakkaritler,  proteinler,  lipopolisakkaritler,  lipoproteinler = veya  bu
biyopolimerlerin kompleks karigimlari. Bu yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler sabit
emiilsiyonlarin iiretimiyle baglantilidir. Fakat, ylizey gerilimi veya ara yiizey

geriliminin azaltilmasi biyoemiilsifiyerlerin bir isidir. Biyoemiilsifiyerlerin ticari
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kullanim potansiyeli, petrolle kirlenmis toprak ve sularin biyoremediasyonunu, petrol
iyilesimini artirmayi, petrolle kirli borularin temizlenmesi i¢in kullanilan klorlu
coziiciilerin yerine kullanilir [66]. Ayn1 zamanda biyosiirfektanlar gida sanayisinde
katki maddesi olarak; yag asit esterleri, gliserol, sorbitol veya etilen glikol ve etilen
oksit tiirevlerinin igerigi ile oligopeptit sentezlenerek kullanilmaktadir. Degisiklik
olarak salata sosu olarak Candida utilis kullanildig1 gosterilmistir. Biyosiirfektanlar
kozmetik endiistrisinde saglikli bakim i¢in kullanilmaktadir. Tip alaninda ki
kullaniminda antibiyotik etkileri ve HIV’ in 16kositlerde gelismesini inhibe edici
etkileri oldugu literatiirlerde yer almaktadir. Bir fosfolipit protein kompleksi olan
pulmoner bir siirfektanin eksikligi, prematiire dogan ¢ocuklarda solunum eksikligi
nedenidir. Rhodococcus erythropolis’ in siiksinil-trehaloz lipidinin Oldiiriicii bir
dozda Herpes simplex viriisiinii ve influenza virlisiinii inhibe ettigi bildirilmistir.
Diger potansiyel uygulama alanlar1 kagit hamuru islemelerinde, boya ve koruyucu
maddelerin hazirlanmasinda, tekstil de elyaf hazirlanmasinda, insaat malzemeleri
olarak beton ve seramik, makine sanayi, motor yaglari, ¢cevre teknolojisi, petrol

endstrisi, tarim, gibi alanlarda, kullanilmaktadirlar [63].

2.2. Mikrobiyal Metabolitler

Dogada yaygin olarak bulunan bir ¢ok mikroorganizma ticari olarak énemli primer
(aminoasit, proteinler, karbohidratlar, vitaminler, aseton, etanol, organik asitler v.s)
ve sekonder metabolitler (antibiyotikler, toksinler, alkoloitler v.s) iiretirler. Primer
metabolitler, bakteri gelisimine paralel olarak mikroorganizmanin gelisme fazinin
baslangicinda olusurken, sekonder metabolitler, siklikla gelisme fazinin sonuna
dogru ya da durgun fazda sadece bazi mikroorganizmalar tarafindan fretilir ve

bakteri gelisimi ve iiremesi i¢in gerekli degildir [67].

Tipik bir mikrobiyal iiretimde, primer biiyiime faz1 esnasinda alkol
fermantasyonunda oldugu gibi iiriin (etanol) olusur. Metabolitlerden sekonder
metabolit denilen ikincil metabolitlerin birgogu 6nemli metabolitler olup, endiistriyel

alanda olduk¢a 6nem tagimaktadirlar. Sekonder metabolitlerin temel 6zellikleri;
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o Sekonder metabolitler gelisme ve reprodiiksiyon igin gerekli olmayan bir
ozelliktedirler.
o Sekonder metabolitler, ekstra biiyiime sartlarinda Ozellikle besiyerinin

bilesimine bagl olarak olusur.

. Sekonder metabolitler, bir grup ile yakindan iliskili olarak siklikla iiretilir.
Ornegin, Streptomyces’in bir tiiriiniin tek bir susun, 30’un iizerinde {iriinle iliskili
oldugu bulunmustur. Fakat bunlar, farkli antraksilin antibiyotikleridir.

o Siklikla sekonder metabolitlerin yiiksek tiretimi miimkiin iken, genellikle

primer metabolitlerin yiiksek oranda tiretilmeleri miimkiin degildir [68].

2.2.1. Pseudomonas cinsi bakterilerin sekonder metabolitleri

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen sekonder metabolitler biyolojik olarak aktif
bilesiklerin zengin bir kaynagini sunarlar [69]. Mikrobiyal sekonder metabolitler, bir
cok yonde insanlik i¢in dnemli olan enzimler, pigmentler ve antibiyotikleri icerir
[70] Sekonder metabolitlerin, toplumun ekonomisi, beslenmesi ve saglig1 {izerine
biiyiik etkileri vardir. Genel olarak siradis1 yapilara sahiptirler ve olusumlar: besinler,
bliyime orani, feedback kontrol, enzim aktivasyonu ve enzim indiiksiyonu ile
diizenlenmistir. Sekonder metabolitlerin sentezi siklikla kromozal DNA ve nadirende
plasmid DNA daki genler tarafindan kodlanmistir. Primer metabolizmadan farkli
olarak sekonder metabolizma siirecleri hala tam anlamiyla anlasilamamistir. Bu
ylizden sekonder metabolitler enzimoloji, kontrol ve farklilasma iizerine temel
arastirmalar i¢in firsatlar saglar. Sekonder metabolizma besin, biyosentez,

indiikleyicilerin ilavesi ile veya gelisim oranindaki azalma ile ortaya cikar [71].

Bir ¢ok sayida bakteri ve mantar sekonder metabolit ad1 verilen metabolizma atiklar
tiretmektedirler ki, bu metabolitlerin ¢ogu tedavi amagli, uyarici, yem ilavesi v.s.
amaclar icin kullanilmaktadir. Antibiyotik ve diger sekonder metabolitler
mikroorganizmalarin ticari 6nemini artirmaktadir [22]. Sekonder metabolizmada ki
calismalar i¢in suslarin yiiksek iiretim kapasitesi ve endiistriyel dnemleri sekonder

metabolit segiminde dnemlidir [22].
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Antibiyotikler,  biyolojik  kokenli ve  diisiik konsantrasyonlarda  bile
mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen bazi mikroorganizmalarin tirettigi
sekonder metabolitlerdir. Genelde engelleyici ve Oldiiriicii etkilere sahiptirler.
Antibiyotik olusturma yetenegi genelde; Aspergillus, Penicillium ve Fusarium
Actinomycetes grubuna giren mantarlarda ve bazi1 bakterilerde vardir. Bugiine kadar
sekonder metabolit iireten 2000' nin iizerinde bakteri karakterize edilmistir.
Mikroorganizmalar yardimi ile 6zelliklede Pseudomonas cinsine ait tiirlerden ¢ok
sayida sekonder metabolit Ozellikle polisakkaridler, antibiyotikler, enzimler,

antigenler, ve zehirler tretilmektedir [72, 17].

Pseudomonas spp.’ lerden metabolitlerin tedavi amagli kullanimindaki arastirmalar
ilk kez 80 yil oncesine dayanmaktadir. O zamandan bu yana izole edilen énemli
miktarlardaki antibiyotik  bilesikler arasinda Piyosiyanin, piyrolnitrin = ve
pseudomonik asit pratik uygulamalarda kullanilmistir. Pseudomonas spp.” larin
sekonder metabolitleri hakkindaki aragtirmalarin bir ¢ogu saf iirlinlerin izolasyonu
sonrasinda terk edilmistir. Fenazin ve piyrolnitrin sentezinin haricinde sekonder
metaolizmanin biyosentezi, genetigi ve reglilasyonu hakkindaki mevcut bilgiler ¢ok
azdir. Yinede Pseudomonas spp.’ larin biyokimyasi ve genetigi lizerine yapilan
arastirmalara sekonder metabolitler ile ilgili olan arastirmalarin katilmasi, sekonder
metabolizmanin aydinlatilmasi agisindan 6nemlidir [22]. Baz1 arastiricilar tarafindan
organik bilesiklerle kirlenmis alanlardan izole edilen Pseudomonas cinsine ait
tiirlerin bu ortamda ki rekabet ve canliliklari i¢in bi takim metabolitler iirettikleri ve
P. aeruginosa’ nin dogal g¢evrelerde uzun siireli canli kalabilmesinin tamamen
sekonder metabolizmalarina bagli oldugu bildirilmistir [73]. Son yillardaki
calismalar yabani tip Pseudomonas’ larin pigmentlerinin, bu Pseudomonas’ larin
pigment olusturmayan mutant suslar1 arasindaki gelisim ve rekabete odaklanmistir ve
pigment olusturan yabani tip Pseudomonas’ larin mutantlarina gore c¢evrede canli

kalabilme sansinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [22].

Pseudomonas cinsi bakterilerin iirettigi pigmentlerin tedavi amacli antibiyotik olarak
kullaniminin yani sira bu bakterilerin iirettigi antibiyotik benzeri fenazin [18] ve

sideroforlar [17] gibi antimikrobiyal maddelerin bir ¢ok kok patojeninin
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baskilanmasinda da rol aldigi belirlenmistir. Bundan dolay1 antibiyotik iireten
Pseudomonas’ larin etkin bir biyolojik kontrol ajan1 olarak kullanimi 6n

goriilmektedir [20].

Son yillarda ki arastirmalar, Pseudomonas spp. tarafindan iiretilen ekzopolimerlerin
ve biofilmlerin ¢evresel onemine dikkat ¢ekmektedir. EPS’ nin ylizey ve ara yiizey
gerilimini azaltarak kirli alanlarin temizlenmesi (biyoremediasyonu) ve bir c¢ok
endiistriyal uygulamalarda kullanilan biyoemiilsiilfiye aktivitesini bildirmislerdir

[74].

Buna ilaveten son yillardaki ¢aligmalar organik bilesiklerin ortadan kaldirilmasi igin
topraktaki bu bilesikleri parcalayan ve eriten biyoremediasyonda kullanim
potansiyeline sahip [14] Pseudomonas cinsi bakterilerin biyosiirfektan liretimlerini
bildirmistir [75]. Ramnolipid biyosiirfektanlar, kontamine olmus bdlgelerde
kirlenmeyi azaltan maddelere, terminal elektron tutuculara veya besin ve diger
temizleyici maddelere ilave edilerek kirletici maddelerin parcalanmasini arttiran ve
cevrenin kendi kendisini yenilemesini saglayan bilesiklerdir [76]. Organik
bilesiklerle kirletilmis topraklarda ramnolipid biyosiirfektanlarin eklenmesinin
biyolojik pargalanmayi arttirmasi ile ilgili bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir [64, 66,
77].

2.3. Organik Bilesiklerin Biyolojik Olarak Parcalanmasi

Biyolojik olarak pargalanabilen bilesikler, mikroorganizmanin hiicre dig1 enzimlerine
baglanip hiicre membranindan gecerek hiicre igerisine tasinip bir seri doniisiim
reaksiyonlar1 ile gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar esnasinda enerji agiga
cikmaktadir. A¢iga ¢ikan enerji hiicrelerin ¢ogalmasinda, onarilmasinda, bilesiklerin
hiicreye tasinmasinda ve hareket etmesinde kullanilmaktadir. Organik bilesiklerin
CO; ve H,O’ ya doniistiigli durumda parcalanma gerceklesmektedir. Biyolojik
parcalanma her zaman CO, ve H,O olusumu ile sonu¢lanmamaktadir.
Biyoremediasyon siiresince kirlilik yaratan organik bilesigin molekiil yapisinda

meydana gelen degisiklik sonucu farkli {iriinler olugabilmektedir. Mikroorganizmalar
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organik bilesikleri 3 farkli sekilde biyolojik olarak pargalayabilirler; aerobik,

anaerobik ve fermantasyon [78].

2.3.1. Organik bilesiklerin aerobik parcalanmasi

Aerobik parcalanma cesitli mikroorganizmalarla (bakteri ve fungi) oksijen varliginda
gerceklestirilir. Aerobik parcalanma esnasinda oksidasyon-indirgenme reaksiyonlari
meydana gelir ve bu reaksiyonlarda molekiiler oksijen terminal elektron alicisi
olarak, kirletici organik bilesik ise elektron vericisi olarak kullanilir. Aromatik
hidrokarbonlarin oksidasyonunda oksijen, hidroksilasyon ve aromatik halkanin
kirilmasinda anahtar bir role sahiptir. Halkanin enzimatik olarak kirilmast i¢in
aromatik cekirdek iizerinde iki hidroksil grubu olmak zorundadir. Metabolik yol
organizmaya ve halkanm kirildig1 yere gore degisir [79]. Dioksijenaz ve oksijenaz
organik  bilesiklerin  doniislimii  ve  mineralizasyonu  sliresince  aerobik
mikroorganizmalar tarafindan kullanilan iki temel enzimdir. iki enzim arasindaki
fonksiyonel farklilik siibstrata katilan molekiiler oksijenin atom sayisidir. Aromatik
ve alifatik bilesiklerin ikiside monooksijenaz tarafindan siibstrat olarak kullanilabilir.
Dioksijenaz tarafindan kullanilan bilesikler ise sadece aromatik bilesiklerdir. Aerobik

bozunma anaerobik par¢alanmaya gore daha verimli ve hizl gerceklesmektedir [80].

2.3.2. Organik bilesiklerin anaerobik parc¢alanmasi

Oksijenin olmadig1r durumlarda mikroorganizmalar tarafindan biyolojik pargalanma
anaerobik parcalanma ya da fermentasyonla gerceklestirilir. Organik bilesiklerin
anaerobik pargalanmasinda elektron alicisi olarak nitrat, siilfat ve karbondioksit gibi
inorganik bilesiklerin son elektron alicis1 olark kullanildigi oksidasyon indirgenme
reaksiyonlart olusmaktadir. Bu reaksiyonlarda da organik bilesikler elektron vericisi
ya da enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Nitrat1 elektron alicisi olarak kullanan
bakteriler nitrat indirgeyici bakteriler olarak adlandirilmaktadir (NO3—NQO;"). Asiri
derecede anaerobik bakteriler ise stilfat1 elektron alicisi olarak kullanabilmekte ve bu
bakteriler stilfat indirgeyici bakteriler olarak adlandirilmaktadirlar.  Siilfat

indirgenmesi sonucu siilfiir olusmaktadir. Karbondioksit ise asir1 derecede anaerobik
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metanojenik bakteriler tarafindan elektron alicis1 olarak kullanilmakta ve CO,

metana (CHy) kadar indirgenmektedir [81].

2.3.3. Organik bilesiklerin fermentasyon yolu ile parcalanmasi

Bir ¢cok mikroorganizma oksijenin elektron alicist olarak kullanilmadigi ¢evrelerde
tiremeleri i¢in gerekli enerjiyi organik karbonun fermantasyonbu yoluyla
saglamaktadirlar. Fermantasyon siiresince zorunlu ve fakiiltatif anaerob bakteriler

organik bilesikleri elektron alicis1 ve vericisi olarak kullanirlar [82].

2.4. Biyolojik Olarak Parc¢alanabilen Aromatik Hidrokarbonlar

Aromatik bilesikler genellikle benzer kimyasal ozellikler sergileyen benzen ve
tiirevleri olarak tanimlanmislardir. Cok 6nemli olan aromatik petrol hidrokarbonlari
arasinda, benzen, toluen, etilbenzen, ksilen ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(naftalin) bulunmaktadir. Biitiin aromatik hidrokarbonlar benzenin tiirevleri olduklari
icin benzenin 6zellikleri 6nem arz etmektedir. Benzenin kimyasal formiilii C¢Hg dir

ve 3 karbon-karbon ¢ift bagi ile bagl 6 tiyeli bir halkadir [83].

Toprak mikroorganizmalarinin genis bir grubunun sadece % 0,5’ inin benzeni
kullanabildigi ve benzeni degrede edebilen bir ¢ok mikroorganizma arasindan P.
rhodochrous ve P. aeruginosa’ nin benzeni katekol ve cis,cis-mukonoik asite kadar

metabolize edebilecekleri bildirilmistir [78].

Mikroroganizmalar BTX bilesiklerini biyolojik olarak parcalayarak daha kolay
kullanabilecekleri  ¢esitli  bilesiklere  doniistiiriirler. Bu  doniisim  ¢esitli
mikroorganizmalarla aerobik ve anaerobik ortamda gercgeklestirilebilir. Aerobik
olarak gerceklesen biyolojik parcalanma, anaerobik ortamda gerceklesen biyolojik
bozunmaya oranla daha kisa silirede gergeklesmekte ve bilesiklerin parcalanma

ylizdeleri daha yiiksek olmaktadir [82].
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Sekil 2.4. Katekoliin katabolizmasi i¢in Orfo- kirilma metabolik yolu

Ik olarak Sekil 2.2°de genel olarak benzenin biyolojik parcalanmasi gosterilmistir.
Benzen tek bir aromatik halkadan ibarettir. Benzen halkasina molekiiler oksijenin iki
atomu katilir ve bakterilerle baslangi¢ oksidasyon reaksiyonu gerceklesmektedir.
Baslangi¢ oksidasyon isleminden dioksijenaz enzimi sorumludur. Ve reaksiyon
tirtinii olarak cis-benzen dihidrodiol bilesigi olusmaktadir. Cis-benzen dihidrodiol
bilesigi baska bir oksidasyona ugrayarak hidroksilli tiirevi olan katekol bilesigini
olusturmakta ve bu sekilde aktif hale gelmektedir [80]. Daha sonra katekol
dioksijenaz enzimi ile katekol bilesiginde mevcut halkanin = kirilmasi
gerceklesmektedir. O, iki sekilde halkaya katilarak halkanin kirilmasin
saglamaktadir. Eger oksijen bir hidroksil grubu ile ona komsu karbon atomu
arasindaki baga katilarak kirilma saglarsa buna meta kirilmasi denir (Sekil 2.3). Bu
halkanin kirilmasindan sorumlu enzim ketekol 2,3-dioksijenaz’ dir. Bu sekilde
halkanin kirilmasi ile 2-hidroksimukonik semialdehit olugmaktadir. Ve bu bilesik
piruvat ve asetaldehite kadar bozunmaktadir. O, iki hidroksil grubu arasindaki baga
katilarak bagin kirilmasini saglarsa da buna orto-kirilmasi denir (Sekil 2.4). Bu

islemden de katekol 1,2-dioksijenaz enzimi sorumludur. Halkanin kirilmasi ile
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mukonat bilesigi olusmaktadir. Bagin kirilmasi1 gerceklestikten sonra ise piruvat ve

asetaldehite kadar bozunma devam etmektedir [84].

Bu bilesikler Pseudomonas, Achromobacter ve Nocardia cinsine ait iiyeleri igeren

bakteri tiirleri i¢in karbon ve enerji kaynagi olarak hizmet etmektedirler [83]

Bir ¢ok arastirict monoaromatiklerden Benzen (B), toluen (T), ksilen (X) ve fenoliin
biyodegradasyonunu c¢alismislardir. BTX ve fenolii degrede edebilen
mikroorganizmalar1 izole etmisler, degradasyon kinetiklerini aragtirmislar ve bu
bilesiklerin biyodegradasyonda mikrobiyal rekabet ve adaptasyonu, kirlilik
konsantrasyonu, sicaklik, pH ve siibstrat etkilesimi gibi c¢evresel faktorleri

incelemislerdir [85, 86, 87].

Aromatik hidrokarbonlarin miktar1 ile cesitliligi endiistriyel aktiviteler nedeniyle
yillardir artmaktadir. Bu nedenler, ¢ok sayida toprak ve yer alt1 suyu aritma, taginim,
kullanim, petrol irilinlerinin diga atimi gibi endiistriyel aktiviteler nedeniyle petrol
hidrokarbonlariyla kirlenmektedir. BTX grubu kirleticiler benzen, toluen, etilbenzen
ve U¢ ksilen izomerinden (o-, m-, p-Ksilen) olugmaktadir. Bu organik bilesikler
petrol {irlinlerinin 6nemli bir yiizdesini olusturmaktadir. Diger yandan, bu bilesikler
yaygin olarak endiistride c¢ozilicii olarak ve ecza maddelerinin, polimer ile
renklendiricilerin iiretimi i¢in ¢ikis maddesi olarak kullanilmaktadir [85]. Organik
coOziiciilerde ¢oziinmektedirler [86]. Tim BTX bilesikleri uygun laboratuar
kosullarinda aerobik ve anaerobik mikroorganizmalarla biyolojik olarak

parcalanabilmektedirler [88].

Biyoremediasyonu en c¢ok c¢alisilan bilesiklerdir. Ciinkii onemli Olgliide ¢evre
kirliligine yol acan benzin ve diger yakitlarda bulunmaktadirlar. Yakitlarda bulunan
diger hidrokarbonlara oranla sudaki ¢oziiniirliikleri daha yiiksektir. Yer alt1 sular ile
uzak mesafelere tasmabilmektedirler. I¢me sularina karisma olasiliklart daha
yuksektir. Cok kiiciik derisimlerinde bile kanserojendirler. U. S. EPA
(Environmental Pollution Agency) tarafindan c¢ok kiigiik derisimlerinde bile tehlikeli

ve kanserojen olduklar1 kesin olarak belirlenmistir [89].
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2.5. Biyolojik Olarak Parcalanabilen Herbisitler

Pestisitler tarim alanlarindaki zararli bocek, ot vs.” yi uzaklastirmak, tarim
tiriinlerinin nitelik ve niceliklerini artirmak ve siirli olarak da diger endiistriyel
amaclar icin kullanilan kimyasal maddelerdir. Pestisitleri etki alanlarma gore
insektisitler (bocek Oldiiriiciiler), herbisitler (zararli ot oOldiiriiciiler), fungusitler

(fungus dldiirticiiler) vs. olmak iizere siniflandirilmaktadir [90].

Herbisitler, yabanci otlarin yeryliziinde ¢ok fazla alanda bulunmalar1 nedeniyle
pestisitler icerisinde en fazla kullanilan kimyasallardir. Genel anlamda yabanci otlar1
6ldiirmede veya normal gelisimini 6nlemede kullanilan kimyasal maddelerin tiimiine
birden herbisit adi verilmektedir. Herbisit kullanimi ile tarimda {iriin kalitesi ve
miktar1 artarken diger yandan gerek iiriinde herbisit artiklarmin kalmasi, gerekse
toprakta birikmesi ve ¢evrede uzun siire stabil halde bulunmasi ¢evre problemlerinin
ortaya c¢ikmasina sebep olmustur. Dolayisiyla herbisitlerin ¢evredeki davraniglari,
degradasyonlar1 ve biyolojik organizmalar iizerindeki etkileri biiyiik arastirma
alanlar1 olusturmustur. Ozellikle 2,4-D, Dalapon, Maleik hidrazid ve Klorin gibi
herbisitler bu alanda yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Kisaca 2,4-D olarak
adlandirilan 2,4-Diklorofenoksiasetik asitin formiilii su sekildedir: Asit:CsHeCL O3,
Isopropil ester: C;;H,CL0,. 2,4-D’ nin fiziksel ve kimyasal dzellikleri Cizelge 2.1
de verilmistir [91, 92].

2,4- D’ nin de i¢inde bulundugu klorfenoksiasetatlar, genel olarak klonlandirilmis
hidrokarbonlar baghigl altinda toplanmaktadir. Mikrobiyal yikima ugratilabilen
klonlandirilmis  hidrokarbonlar, 3  smifa ayrilarak incelenmektedir; 1-
Halojenlendirilmis alifatik hidrokarbonlar, 2- Klorlanmis polisiklik hidrokarbonlar,
3- Klorlanmis aromatik hidrokarbonlar. 2,4-D, klorlanmis aromatik hidrokarbonlara

dahildir [93].
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Cizelge 2.1. 2,4-D’ nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [91]

IUPAC sistemine gore adi 2,4-Diklorfenoksiasetik asit
Erime noktasi 140.,5 °C
Buhar basinci (20 °C) Sifir
Coziiniirligii (25 °C) 620 mg/L
LDsy (ratlarda) 375 mg/kg
LDsy (ratlarda, sodyum tuzu) 666-805 mg/kg
LDs (ratlarda, isopropilester) 700 mg/kg
Kimyasal karakteri Anyon, asit
MAC. Tolerans (Hava) 10 mg/m’
Tolerans (narenciye ve meyvelerde) 2 ppm
Tolerans (diger bitkisel gidalarda) 0,1 ppm

Klorlandirilmig aromatik hidrokarbonlar, toksik ve degredasyona direngli olmalari
nedeniyle, c¢evre kirleticilerinin biiyiik bir grubunu olusturmakta, sedimentlerde ve
canlilarda  biritkim  gdstermektedir. Sucul mikroorganizmalar ve toprak
mikroorganizmalari, bu bilesiklerden bazilarin1 olduk¢a uzun silirede pargalarken,
diger bir boliimiinii ise daha hizli yikabilmektedir. Mikroorganizmalar, yabanci bir
bilesikle kars1 karsiya kaldiklarinda, kendi metabolik yollar1 disinda alternatif yeni
metabolik yollar gelistirebilmektedirler [94]. Klorlanmis aromatik maddelerin

degradasyonu i¢in metabolik yollara iligskin bir ¢ok arastirma yapilmistir [95-97].

Toprak, ve su mikroorganizmalarinin klorotoluen, klorobenzen, klorobenzoat,
klorofenol, klorasetamid, 4-klorofenilasetat gibi klorlanmis aromatik hidrokarbonlari

parcalamalariyla ilgili calismalar bulunmaktadir [94].

Saf ve karisik kiiltiirlerle yapilan bir ¢ok ¢alismada, 2,4-D’ nin karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanilabildigi ve bu tiirlerin Arthrobacter, Pseudomonas,

Xanthobacter ve Alcaligenes cinslerine ait oldugu belirtilmistir [98-100].
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2,4-D degradasyonuyla ilgili olan genetik bilginin plazmidde tasindigini ilk olarak
Pemberton ve Fisher (1977) bildirmistir [101]. Bir cok Pseudomonas ve Alcaligenes
tiriiniin  2,4-D” yi degradasyon yetenegi, plazmidlerinden kaynaklanmaktadir.
Bunlarin bir ¢ogunun o6zellikleri oldukca iyi arastirilmigtir. Bu plazmidler, gesitli
bakteri tiirlerine konjugasyon yoluyla transfer edilebilmektedir. 2,4-D degradasyonu
yaptig1 bilinen Alcaligenes eutrophus JMP 134 genetik acidan iyi incelenmistir
[102]. 2,4-D degradasyonu i¢in gerekli olan enzimler JMP 134’ iin pJP4 plazmidinde
yer almaktadir [103, 104].

Tarimda siklikla kullanilan bir herbisit olan 2,4-D’ nin, ¢evredeki kalicigi iizerindeki
ilginin nedenlerinin baginda ¢evredeki hareketliligi, karasal ve deniz ekosistemindeki
birikimi ve insan sagligma etkileri gelmektedir [105]. Adsorbsiyon, herbisit
molekiillerinin fiziksel ve kimyasal olarak toprak kolloidlerine sikica baglanmalari
olay1 olup herbisitlerin toprakta tasinmasinda, parcalanmasinda ve bitkiler tarafindan
alimmasinda 6nemli rol oynar. 2,4-D’ nin sudaki ¢Oziinlirliigii de adsorbsiyonu
etkilemektedir. 2,4-D’ nin tuz formunun toprakta daha kolay siiziildiigl bildirilmistir
[106]. 2,4-D’ nin eter ve amin tuzlar bir ¢ok toprakta anyona kadar indirgenebilen
hizli bir ayrisma ve hidrolize ugramaktadir. Buna karsin isoctil esteri toprakta birkac

giinden 4-5 haftaya kadar uzayabilen bir kaliciliga sahiptir [107].

2,4-D’ nin aerobik degradasyonundaki metabolik yollardaki baslica farkliliklar
klorun aromatik halkadan ayrilmasi agsamasinda olmaktadir. Bu ayrilma 2,4-D, 2,4-
diklorofenol (2,4-DCP) ya da 3,5-diklorokatekoliin 4 pozisyonundaki Cl" iyonunun
ayrilmas1 seklinde olabilmektedir. Aromatik halka ayrilmasindan 6nce meydana
gelen klor ayrilmasi reaksiyonu, Pseudomonas cinsi bakterilerin yani sira
Arthrobacter, ve Nocardia cinslerine ait bakteri tiirlerinde ve Aspergillus niger’ de
de belirlenmistir. Aspergillus niger’in 2,4-D’ yi karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanabildigi ve tamamiyla pargalayabildigi yapilan ¢calismalarda gézlenmistir [97].

Genelde fenolden asetik asit yan zincirinin orto hidroksilasyon sonucu ayrilmasiyla
tiim aerobik metabolik yollar1 katekol olusumu goézlenmektedir. Katekollerden de

aromatik halkanin orto-ayrilmasi sonucu mukonik asit olusumu goriilmektedir. Bu
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metabolik yollarin son {riinii olan siiksinik asit, sitrik asit donglisiine girmektedir

[95-109].

2.6. Biyolojik Temizleme (Biyoremediasyon)

Bir ¢ok toprak ve yer alt1 sular1 sizintilar, yanls disa atim teknikleri gibi endiistriyel
aktivitelerle g¢esitli organik bilesiklerle kirlenmektedir. Bu organik bilesikler hem
cevreye hem de insan sagligina zararhidir. Cevreye verdikleri bu zarar1 en aza
indirgemek i¢in biyolojik ve biyolojik olmayan bir ¢ok islem yapilmaktadir.
Biyolojik olarak yapilan temizleme c¢esitli avantajlarindan dolay1 diger yontemlere
tercih edilmektedir. Biyoremediasyon iglemi, toprak ve yer alti sularinda kirlilik
yaratan organik bilesiklerin dogada dogal olarak bulunan mikroorganizmalar
tarafindan biyolojik olarak parcalanarak ¢evreye daha az zararli bilesiklere
doniistiiriilmesi ile kirlenen bdlgelerin temizlenmesi islemidir. Biyoremediasyon
yontemi, mikrobiyal toplulugun yogunlugu ve bilesimi, kirlilik yaratan organik
bilesiklerin donilisim hizi, c¢evresel faktorler, substrat faktorleri ve mikrobiyal
faktorlerden etkilenmektedir. Temel c¢evresel faktorler nem, havalandirma, sicaklik,
pH ve besin miktaridir. Toksiklik, derisim, ¢6ziliniirliik, uguculuk ve kimyasal yapisi
ile ilgili substrat ozellikleri de biyolojik doniisiimii etkilemektedir. Mikrobiyal
faktorler ise o bilesigi parcalayabilecek mikroorganizmanin varligi, mikrobiyal

toplulugun alistirilmasi ve ekolojik faktorlerdir [78].

Biyoremediasyon isleminin c¢evre kirliligini gidermek icin yaralanilan diger
yontemlere gore c¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 s6z konusudur. Ekonomik olarak
diger yontemlere gore daha ucuzdur. Cevre biyoremediasyon islemlerinden sonra
tamamiyla eski halini aldigindan, ekolojik acidan da kabul gérmektedir. Hem su hem
de toprakta uygulanabilir ve biyoremediasyon islemi insan sagligi acisindan
zararsizdir. Dezavantajlar ise; etkinligini tahmin etmek ve dlgek biiyiitmek zordur.
Sicaklik, pH, nem igerigi, besin ve oksijen derisimi ¢evre kosullart ile
degisebilmektedir. Kirleticilerin yliksek derisimleri, mikroorganizma iiremesi iizerine
toksik etki yapabilmektedir. Bazi kirleticiler biyodegredasyonla par¢calanmamaktadir.

Bu da diger temizleme islemlerine oranla daha uzun zaman alabilmektedir [82].



26

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal ornekleri

Arastirma Pseudomonas cinsine ait 6 adet Pseudomonas aeruginosa, 4 adet
Pseudomonas fluorescens, 4 adet Pseudomonas stutzeri, 2 adet Pseudomonas
cepecia, 3 adet Pseudomonas putida ve 1 adet Pseudomonas luteola olmak lizere
toplam 20 adet bakteri susu ile yiiriitiilmiis olup, Gazi Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bu
izolatlar atik su ve topraklardan izole edilmistir. Pseudomonas spp. suslarinin
Analitik Profil Indeks (API 20NE; Biomerieux, Marcy I’ Etoile, France) ve
molekiiler diizeyde tanmimlanmasi Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Biyoteknoloji laboratuvarinda yapilmustir.

3.1.2. Arastirmada kullanilan bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisim kosullari

Arastirmada kullanilan Pseudomonas cinsi bakterilerin aktiflestirilmesinde Nutrient

stv1 besiortami kullanilmigtir [110].

Nutrient Sivi Besiortami

Maddeler g/L
Beef Ekstrakti 1,0
Yeast Ekstrakti 2,0
Pepton 5,0
Sodyum Kloriir 5,0

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’ s1 0,01 N HCI ve
0,01 N NaOH’ le 6,840,2° ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak sekilde
besiortamima % 1,5 oraninda agar ilave edilip kati besiortami hazirlanmistir.

Besiortami 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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5 mL’ lik NB besiortamu igerisine inokule edilen Pseudomonas spp. suslar1 37°C’ de

24 saat inkiibasyona birakilarak gelistirilmistir [110].

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin muhafazasi

Eppendorf tiiplerine 0,3 mL gliserol (Merck) konularak, 121 °C’ de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. Bakteriler uygun sivi besiortaminda aktiflestirilmistir.
Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6 mL gliserol iceren steril eppendorflara ilave edilerek

—80 °C’ de muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir

[111, 112].

3.2.2. Mac Farland metoduna gore bakterilerin hiicre yogunlugunun

belirlenmesi

Deneysel ¢alismalarda Pseudomonas cinsi bakteriler 5 no’ lu Mac Farland’ a gore

hiicre yogunluklar1 ayarlanmastir.

A ¢ozeltisi (% 1,175 BaCl, 2H,0) ve B ¢ozeltisi (0,36 N H,SO4” den % 1 (v/v)
cozelti) Cizelge 3.1’ de belirtildigi oranlarda karigtirilarak No:1* den 10’ a kadar Mac

Farland tiipleri elde edilmistir.

Nutrient s1v1 besiyerindeki aktif kiiltiirler steril pastor pipeti yardimiyla i¢inde 3 ml
fizyolojik su bulunan tiiplere damla damla aktarilarak 5 no’ lu Mac Farland tiipleriyle

esdeger bulaniklikta hiicre siispansiyonu elde edilmistir [113].
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Cizelge 3.1. Mac Farland metoduna gore A ve B ¢ozeltilerinin karisim oranlari

No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
B 99 9,8 9,7 9,6 9,5 9.4 9,3 9,2 9,1 9,0

A: % 1,175 BaCl,. 2H,0
B: 0,36 N % 1 (v/v) HySO4

3.2.3. Pseudomonas spp. suslarinda pigment (piyosiyanin) iiretiminin tespiti

Arastirmada kullanilan Pseudomonas spp. suslarmin pigment olusumlar1 igin
Pseudomonas Agar (PA) Agar, Pseudomonas Gliserollii Agar (PGA), King’s B,
Muller Hinton Agar, Pseudomonas Agar-P, Pseudomonas Agar Base CN Selective

Supplement, besiortamlar1 kullanilmigtir [110].

Pseudomonas Agar Besiortami (PA)

Maddeler g/L
Bacto Pepton 20,0
Magnezyum kloriir 1,4

Potasyum siilfat 10,0
Agar 15,0

Pseudomonas Gliserollii Agar (PGA) Besiortami

Maddeler g/L
Bacto Pepton 20,0
Magnezyum kloriir 1,4
Potasyum siilfat 10,0
Gliserol 20,0 mL

Agar 15
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King’s Medium B Besiortami

Maddeler g/L
Proteaz Pepton no.3 20,0
Gliserol 10,0 mL
Potasyum siilfat 1,5

Magnezyum klortiir (7 su’ lu) 1,5
Agar 15

Muller Hinton Agar Besiortami

Maddeler g/L
Beef infiizyon 300,0
Kazeinin asit hidrolizati 17,5
Agar 17,0
Nisasta 1,5

Pseudomonas Agar-P Besiortami

Maddeler g/L
Proteaz Pepton no.3 20,0
Gliserol 20,0 mL
Potasyum siilfat 10,0

Magnezyum kloriir(6 su’ lu) 1,4
Agar 15,0

Pseudomonas Agar (PA), Pseudomonas Gliserollii Agar (PGA), King’s B, Muller
Hinton Agar, Pseudomonas Agar-P besiortamlarinit hazirlarken maddeler 1000 mL
distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’ s1 0,01 N HCI ve 0,01 N NaOH’ le
7,0£0,2° ye ayarlanmistir. Besiortami 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril

edilmistir.
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Pseudomonas Agar Base Besiortami

Maddeler g/L
Jelatin Pepton 16,0
Kazein hidrolizat 10,0
Potasyum siilfat 10,0
Magnezyum klortir 1,4

Agar 11,0

CN Selective Supplement

Maddeler g/L
Setrimit 100,0 mg
Sodyum nalidiksat 7,5 mg

Pseudomonas Agar Base CFC Selective Agar besiortami hazirlarken maddeler CN
selective supplement hari¢ 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’
s1 0,01 N HCl ve 0,01 N NaOH’ le 7,1+£0,2’ ye ayarlanmistir. Besiortami 121 °C’ de
15 dakika otoklavda steril edilmistir. Besiortami 45 °C-50 °C’ ye kadar
sogutulduktan sonra steril sartlarda CN supplement ilave edilerek karigtirtlmigtir.

Steril sartlarda petri tabaklara dagitilmistir.

Aragtirmada kullanilan Pseudomonas spp. suslariin pigment olusumlari, suslarin
pigment liretimlerini aktive eden ¢esitli besiortamlarinda denenmistir. Bu amagla 24
saatlik aktif kiiltirlerden PA, PGA, King’s B Agar, Muller Hinton Agar,
Pseudomonas Agar-P ve Pseudomonas Agar Base CN Selective Supplement Agar
besiortamlarina ¢izgi ekim yapilmis ve 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmuistir.
Pseudomonas suslarmin  pigment olusumlar1 petrilerdeki kolonilerin  renk
degisimlerine gore kalitatif olarak belirlenirken, pigment olusturma oranlarida
kantitatif olarak belirlenmistir. Mavi-yesil renk olusturan Pseudomonas aeruginosa
suslarinin piyosiyanin miktarlar1 Essar ve ark. (1986)’ nin metoduna gore
belirlenmigtir [7]. Suslar 5 mL NB besiortaminda 37° C’ de 72 saat gelistirilmistir.
Hiicreler 3.000 x rpm’ de 15 dakika santrifiij edilerek uzaklastirilmis ve
siipernatantlar lizerine 3 mL kloroform ilave edilmistir. Sonra {lizerine 1 mL 0,2 N

HCl konulmustur. Konsantrasyonlar kiiltiir siipernatantinin mL’ de {rettigi
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piyosiyaninin mikrogrami olarak ifade edilmis ve 17,072’ standartina gore [114] OD
520 nm’ de artarak belirlenmistir [7].

3.2.4. Pseudomonas spp. suslarinda ekzopolisakkarit (EPS) iiretiminin tespiti

Aragtirmada kullanilan Pseudomonas cinsi bakterilerin EPS {iretiminde Nutrient

Agar (NA) besiortami kullanilmistir [110].

Nutrient Agar (NA) Besiortami

Maddeler g/L
Beef Ekstrakti 1,0
Yeast Ekstrakti 2,0
Pepton 5,0
Sodyum Kloriir 5,0
Agar 15

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortamimnin pH’ s1 0,01 N HCI ve
0,01 N NaOH’ le 6,8+0,2° ye ayarlanmigtir. Besiortam1 121 °C’ de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

Calismada kullanilan bakterilerin olusturdugu EPS miktar1 Cérantola ve ark. (2000)’
nin metoduna gore belirlenmistir [115]. Suslar NA besiortaminda 37° C* de 72 saat
gelistirilmistir. Agarl plaktaki koloniler steril bir cam ¢ubuk yardimu ile toplanarak
serum fizyolojikte (% 0,9 NaCl) yikanmis ve hiicre yogunlugu Macfarland 5° e
ayarlanmistir. Ependorflara 1 mL alinan bakteri hiicreleri 15 dk. kaynatilmis ve
tizerine 1,7 pL trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmistir. Sonra hiicreler 4 °C’ de
10.000 x g’ de 30 dakika santrifiij edilerek uzaklastirilmis ve siipernatantlar 4 °C’ de
% 95’ lik etanolde 24 saat bekletilmistir. Bu islemle c¢oktiiriilen EPS yeniden
santrifiij edilerek geri alinmis ve etanollii adim tekrarlanmigtir. Santrifiijden (4 °C’ de
30 dak. 12.000 x g) sonra etanol ugurularak pelletler distile suda ¢oziilmiistiir. EPS
(mg/L) standard1 [116] olarak farkli glukoz konsantrasyonlari esas alinarak fenol-

siilfiirik asit (Sigma-Merck) metoduna [117] gore belirlenmistir. Kiiltiirlerin
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ortamlarindaki EPS degerleri 490 nm’ de spektrofotometrik (Hitachi UV/VIS 1800

spectrophometer) olarak 6l¢iilmiistiir.

3.2.5. Pseudomonas spp. suslarinda ramnolipid biyosiirfektan iiretiminin tespiti

Aragtirmada kullanilan Pseudomonas cinsi bakterilerin ramnolipid iiretiminde

Nutrient Broth (NB) besiortami kullanilmistir [110].

Bu amagla Pseudomonas spp. 50 mL NB besiortaminda 37 °C’ de 72 saat
calkalamali etiivde (100 rpm) inkiibasyona birakilmistir. Geligen kiiltiirler toplanarak
hiicre yogunlugu Macfarland 5° e ayarlanmistir. 6000 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Boylece kiiltlir ortam1 bakteri hiicrelerinden ayrilmistir ve daha sonra 50
mL’ lik siipernatan evapore edilmistir [118]. Evaporasyon sonrasi hiicre ekstrakti
tizerine 50 mL distile su ilave edilmistir. Biyosiirfektan (ramnolipid) miktarinin
tayini i¢in ramnolipid (g/L) standardi fenol-siilfiirik asit metodu kullanilarak farkl
ramnoz konsantrasyonlar1 esas alinarak fenol-siilfiirik asit (Sigma-Merck) metoduna
[117] gore belirlenmistir. Kiiltlirlerin ortamlarindaki ramnolipid degerleri 480 nm’ de

spektrofotometrik (Hitachi UV/VIS 1800 spectrophometer) olarak dl¢iilmiistiir.

3.2.6. istatiksel analiz

Calismada ki istatiksel analizler SPSS (Version, 11.0)’ e gore yapilmistir.
Pseudomonas spp. suslarinin piyosiyanin ve ramnolipid iiretimleri, bununla birlikte
organik kirleticilerdeki bakteriyal gelisimleri ve EPS iiretimleri arasindaki iliskinin
anlamli olup olmadigini belirlemek i¢in Person’s korelasyonu kullanilmustir.

Anlamlilik o= 0,01/0,05 seviyesinde belirlenmistir.
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3.2.7. Organik bilesiklerin (2,4-D, Benzin, BTX, Benzen) Pseudomonas spp.
suslar1 iizerine Minimum Inhibitéor Konsantrasyonunun (MIiK)

belirlenmesi

Aragtirmada kullanilan organik bilesiklerin (2,4-D herbisiti i¢in 100-1000 ppm,
Benzin, BTX, Benzen icin ise % 1-5 v/v) Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK)
degerleri Pseudomonas suslarinin 5 mL’ lik NB besiortaminda 37 °C, 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda belirlenmistir [119]. Buna gore farkli konsantrasyonlarda ki
organik bilesikler NB besiortamina ilave edilmis ve NB besiortaminda 37 °C’ de 24
saat gelistirilmis aktif bakteri kiiltiirlerinden 0,1 mL olacak sekilde inokulasyonlar
yapilmustir. Kontrol olarak da organik bilesikleri igermeyen 0,1 mL bakteri kiiltiirii
ilave edilmis NB besiortami kullanilmistir. Bakteri inokiile edilmig kontrol ve
organik bilesikli besiortamlar1 37 °C’ de 24 saat siireyle inkiibe edilmis ve tiiplerde
bakteriyal gelismenin inhibe edildigi en diisiik konsantrasyonlar (MIK) tayin

edilmistir.

3.2.8. Pseudomonas spp. suslarinin baz organik kirleticileri biyodegredasyonu

Arastirmada kullanilan bakterilerin biyodegradasyon c¢aligmalarinda Mineral Salt

Media (MSM) besiortami kullanilmistir [110].

Mineral Salts Besiortami

Maddeler g/L
Sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPOy) 4,0
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) 1,5
Amonyum kloriir (NH4CI) 1,0
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO,. 7H,0) 0,2
Ferrik Amonyum Sitrat (C¢HsO,FeNH3) 5 mg

Modifiye edilmis Hoagland eser element solusyonu 1 mL
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Modifiye edilmis Hoagland eser element solusyonu

Maddeler g/3.6 L
Bor trihidriir (BH3) 11
Mangan (II) klortir tetrahidrat (MnCl,. 4H,0) 7
Aliiminyum kloriir (AICl3) 1
Kobalt (1) kloriir (CoCl,) 1
Bakar (IT) kloriir (CuCl,) 1
Potasyum iyodiir (KI) 1
Nikel (IT) kloriir (NiCly) 1
Cinko klortir (ZnCl,) 1
Baryum kloriir (BaCl,) 0,5
Potasyum bromiir (KBr) 0,5
Lityum kloriir (LiCl) 0,5
Sodyum molibdat (Na;,MoQy) 0,5
Selenyum tetrakloriir (SeCly) 0,5
Kalay (II) klortir dihidrat (SnCl,.2H,0) 0,5
Sodyum Vanadat monohidrat (NaVO;.H,0) 0,1

Maddeler 999 mL distile suya ilave edilmistir. | mL Modifiye edilmis Hoagland eser
element solusyonu ilave edildikten sonra besiortamimin pH’ s1 0,01 N HCI ve 0,01 N
NaOH’ le 7,0+0,2’ ye ayarlanmistir. Besiortam1 121 °C’ de 15 dakika otoklavda

steril edilmistir.

Benzin, BTX, Benzen ve 2,4-D’ nin Pseudomonas kiltlirleriyle biyodegradasyonun
belirlenmesi, sabit sicaklik ve sabit karistirma hizindaki orbital ¢alkalayicida (37 °C,
pH 7° de ve 100 rpm), 250 mL’ lik erlenlerde 50mL MSM besiortaminda
gergeklestirilmistir. 121 °C 15 dakika steril edilmis olan MSM besiortami igerisine
uygun konsantrasyonlarda ki organik bilesikler (2,4-D i¢in 50 ppm, Benzin i¢in % 2
v/v, BTEX ve Benzen icin % 1 v/v ) 0.45 pm por capl seliiloz nitrat membran
filtreden (Millipore) gecirilerek ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan
biyodegradasyon ortamina, Pseudomonas kiiltiirlerinden % 2 (v/v) olacak sekilde

eklenmistir. ki farkli kontrol hazirlanmistir. Bu kontrollerden birisi MSM
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besiortami+bakteri digeri ise MSM-+organik kirletici seklindedir. Bu ortamlar,
calkalamali olarak 100 rpm’ de 37 °C sicaklikta farkli inkiibasyon stirelerinde (24,
48, 72 ve 96 saat) inkiibe edilmistir.

Aragtirmada kullanilan organik bilesiklerin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilip
kullanilmadigi, ortamdaki Pseudomonas suslarinin zamana gore (24, 48 72 ve 96
saat) artis1 ile spektrofotometrik (600 nm) olarak belirlenmistir. Bu amagla en yiiksek

degradasyonu yapan sus tespit edilmistir.

3.2.9. Pseudomonas spp. suslarmin organik Kirleticileri biyodegredasyonu

esnasinda elde edilen piyosiyanin, EPS ve ramnolipid iiretimlerinin tespiti

Aragtirmada kullanilan bakterilerin biyodegradasyon esnasinda bazi metabolit
(Piyosiyanin, EPS ve Ramnolipid) iiretme yeteneklerinin belirlenmesinde Mineral

Salt Media (MSM) besiortami1 kullanilmigtir [110].

Pseudomonas spp. suslarimin organik kirleticileri biyodegredasyonu esnasinda
tirettikleri piyosiyanin, EPS ve ramnolipid miktarlarmin belirlenmesi MSM

besiortaminda bdliim 3.2.3-3.2.5° de anlatildig1 gibi yapilmistir.

3.2.10. Minimal besiortaminda organik Kirleticilerin biyodegredasyonu High-

Performance Liquid Kromatografisi (HPLC) analizi ile belirlenmesi

Bolim 3.2.8 ve 3.2.9° da belirtildigi gibi segilen Pseudomonas spp. suslarinin
ortamdaki organik bilesikleri karbon kaynagi olarak kullanip kullanmadigi, belli
zaman araliklarinda (24, 48, 72 ve96. saat) bu bilesiklerin miktarlarindaki degisme

ile HPLC analizi yapilarak belirlenmistir.

Biyodegradasyon ortamlarindan 1’ er mL’lik 6rnek HPLC i¢in hazirlanmigtir. 1 mL’
lik 6rnek ependorflara konularak 5000 rpm’de 10 dakika ¢evrilmistir. Bu sekilde

biyodegredasyon ortami igindeki bakteriler c¢oktiiriilmiis ve siipernatant kismi
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ayrilmistir. Siipernatant kisimi temiz bir ependorfa alinip bu 6rnekler HPLC deki

analizine kadar -20°C de saklanmustir [120].

HPLC analizleri ODTU Merkez Laboratuar1 Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji
AR-GE biriminde yapilmistir. Analizler Varian ProStar model HPLC’ de yapilmustir.
Microsorb-MV 100 CI8 (150 x 4.6 mm, 5 um) (R0086200D5) tipinde kolon
kullanilmigtir. Mobil faz, % 40 0,75 mM fosforik asit (pH 2,0) ve % 60 methanol’
den olusmustur. Akim hizi 1,5 mL/dakika ve absorbans 210 nm’ de okunmustur.
Ornekler UV/visible tipinde detektdr kullamilarak analiz edilmistir. Analiz igin
gerekli olan standartlarin HPLC’ ye belli miktarlarda saf konsantrasyon serileri

verilerek, standart konsantrasyon dogrular1 elde edilmistir.

3.2.11. Minimal besiortaminda organik Kkirleticilerin biyodegredasyonunda
Pseudomonas spp. suslarimin iirettikleri EPS’ nin monomer yapisinin
High-Performance Liquid Kromatografisi (HPLC) analizi ile

belirlenmesi

Bolim 3.2.8 ve 3.2.9° da belirtildigi gibi segilen Pseudomonas spp. suslarinin
ortamdaki organik bilesikleri karbon kaynagi olarak kullanip irettikleri EPS’ nin

monomer yapist HPLC analizi yapilarak belirlenmistir.

Biyodegradasyon ortamlarindan suslarin EPS iiretimi i¢in 1 er mL’lik 6rnek alinarak
Bolim 3.2.4° de (fenol siilfiirik asit asamasi hari¢) anlatildigi gibi HPLC igin
hazirlanmistir. Bu 6rnekler HPLC’deki analizine kadar -20°C de saklanmustir.

Seker (Glikoz, Ksiloz, Galaktoz, Ramnoz, Mannoz, Arabinoz, Mannitol, Gliserol ve
Riboz) analizi ODTU Merkez Laboratuar1 Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji AR-
GE biriminde yapilmistir. Analizler Varian ProStar model HPLC’ de yapilmustir.
Carbohydrates Ca (300 x 6,5 mm) (CP28351) tipinde kolon kullanilmistir. Mobil faz
olarak distile su kullanilmistir. Akis hizi 0,5 mL/dakika ve sicaklik 80°C’ de
calistimistir. Absorbans 210 nm’ de okunmustur. Ornekler VARIAN 350 RI tipinde

detektor kullanilarak analiz edilmistir.



37

Galaktronik asit, Glukronik asit, N-asetil-D-Galaktoz amin, N-asetil-D-Glukoz
aminler i¢in analiz sartlar1 ise; Varian ProStar model HPLC’ de, MetaCArb 87H (300
x 7,8 mm) (5210) tipinde kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak 0,008 N H,SO4
kullanilmistir. Akis hiz1 0,5 mL/dakika ve sicaklik 35°C° de calisilmistir. Ornekler
VARIAN 350 RI tipinde detektor kullanilarak analiz edilmistir. Absorbans 210 nm’

de okunmustur.

Analizler i¢in gerekli olan standartlarin HPLC’ ye belli miktarlarda saf

konsantrasyon serileri verilerek, standart konsantrasyon dogrular elde edilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Pseudomonas Cinsine Ait Tiirlerde Pigmentasyon

4.1.1. Farkh besiortamlarinda gelistirilen Pseudomonas spp. suslarmin

pigmentasyonu

Bu arastirmada 20 adet Pseudomonas spp. susu kullanilmistir. Denenen 6 farklhi
besiortaminda (Pseudomonas Agar Gliserollii, Pseudomonas Agar, King’s B, Muller
Hinton Agar, Pseudomonas Agar- P, Pseudomonas Agar Base CN Selective
Supplement) 20 adet Pseudomonas spp. suslarinin pigment olusturma diizeylerinde
farkliliklar g6zlenmistir (Resim 4.1- 4.2). Suslarin pigment olusumunu belirlemek
icin kullanilan 6 farkli besiortami icinde pigmentasyon en iyi olarak Pseudomonas
Agar Base CN Supplement besiortaminda gdzlenmistir (Cizelge 4.1). Sonuglar1 bu
besiortamina gore degerlendirdigimizde ¢alismada kullanilan 6 Pseudomonas
aeruginosa’ nin sadece biri hari¢ (B16 susu) hepsinin yiiksek diizeyde mavi-yesil
pigment olusturdugu belirlenmistir. 4 Pseudomonas fluorescens susundan 3’ i
yiiksek diizeyde (B4, BS5, B6), biri zayif olmak tiizere (B7) sari-yesil pigment
olustururken, Pseudomonas cepecia (B13, B14) suslarida sari-yesil pigment
olusturmustur. Pseudomonas putida (B12, B15, B18), Pseudomonas luteola (B17) ve
Pseudomonas stutzeri (B8, B9, B10, B11) suslarinda ise sarimtirak koloni gostererek
kat1 besiortami igerisine difiiz eden bir renk olusumu goézlenmemistir. Pigment
olusturan P. aeruginosa B20 ve pigment olusturmayan P. stutzeri B8 suslarinin

plaklardaki koloni morfolojisi Resim 4.1 ve 4.2” de verilmistir.
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Resim 4.1. Pseudomonas aeruginosa B20 (+++) susunun Pseudomonas Agar Base
CN supplement besiortaminda ki pigmentasyonu

Resim 4.2. Pseudomonas stutzeri B8 (-) susunun Pseudomonas Agar Base CN
supplement besiortaminda ki pigmentasyonu



Cizelge 4.1. Farkli besiortamlarinda gelistirilen Pseudomonas spp. suslarinin pigment olusumlari

SUSLAR

P. aeruginosa B1
P. aeruginosa B2
P. aeruginosa B3
P. aeruginosa B16
P. aeruginosa B19
P. aeruginosa B20
P. fluorescens B4
P. fluorescens BS
P. fluorescens B6
P. fluorescens B7
P. stutzeri B8

P. stutzeri B9

P. stutzeri B10

P. stutzeri B11

P. cepacia B13

P. cepacia B14

P. putida B12

P. putida B15

P. putida B18

P. luteola B17

+++Yiiksek diizeyde pigmentasyon
++orta diizeyde pigmentasyon

+zay1f pigmentasyon

-pigmentasyon gozlenmemistir

Pseudomonas
Agar Gliserollii
(PGA)
++
++
++
++
++
++
++

++
++

Pseudomonas
Agar (PA)

B

King’s B

++
++
++

++
++
++
++

++
++

Muller
Hinton
Agar
++
++
++
++
++
++
++
+
+

++
++

Pseudomonas
Agar- P

++
++
++
++
++
++
++
++
+

++
++

Pseudomonas Agar
Base CN Selective
Supplement
SHEF
+++
SHEF
+
SHEF
+++
SHEF
+++
SHEF

+++
+++

Besiyerinde
olusturduklari
pigment renkleri

Mavi-Yesil
Mavi-Yesil
Mavi-Yesil
Mavi-Yesil
Mavi-Yesil
Mavi-Yesil
Sar1-Yesil
Sari1-Yesil
Sari-Yesil
Sari1-Yesil
Sarimtirak
Sarimtirak
Sarimtirak
Sarimtirak
Sar1-Yesil
Sari1-Yesil
Sarimtirak
Sarimtirak
Sarimtirak
Sarimtirak

40

Muhtemel
tamimlanan
pigment tipleri
Piyosiyanin
Piyosiyanin
Piyosiyanin
Piyosiyanin
Piyosiyanin
Piyosiyanin
Fluorescens
Fluorescens
Fluorescens
Fluorescens
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4.1.2. Pseudomonas aeruginosa suslarinda piyosiyanin pigmenti iiretim

miktarlari

P. aeruginosa suslarmin piyosiyanin pigmenti iiretimleri 3.2.3” de anlatildig1 gibi,
Nutrient broth (NB) besiortaminda pg/mL olarak belirlenmis (Cizelge 4.2) ve
piyosiyanin ireten suslarinin kloroformda ki mavi renkli bazik erigi ve asit
konulunca kirmizi renkli tuz hali Resim 4.3’ de gosterilmistir. Denemelerde
kullanilan suglardan en yiiksek piyosiyanin iiretim miktar1 sirasiyla P. aeruginosa
B19 (10,10 ug/mL), P. aeruginosa B20 (9,81 pug/mL), P. aeruginosa Bl (6,50
png/mL), P. aeruginosa B3 (5,86 pg/mL), P. aeruginosa B2 (5,40 pg/mL), suslarinda
bulunurken, en diisiikk piyosiyanin liretim miktar1 ise P. aeruginosa B16 (2,11
ng/mL) susunda bulunmustur (Cizelge 4.2). Bu suslarin piyosiyanin iiretimleri
Cizelge 4.1° de verilen kalitatif olarak belirlenen pigment olusumlar ile paralellik
gostermistir. Tabloda zayif pigmentasyonu (+) olan P. aeruginosa B16 susunun
piyosiyanin {lretiminin spektrofotometrik yontemle belirlendiginde de diisiik oldugu
ayni1 sekilde yiiksek pigmentasyon (+++) gosteren P. aeruginosa B1, B2, B3, B19 ve
B20 suslarinin spektrofotometrik olarak belirlenen pigment iiretimlerinin de yiiksek

oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. P. aeruginosa suslarinin piyosiyanin iiretimleri

SUSLAR PIYOSIYANIN (ng/mL)
P. aeruginosa B1 6,50+0,02
P. aeruginosa B2 5,40+0,03
P. aeruginosa B3 5,86+0,01
P. aeruginosa B16 2,11+0,05
P. aeruginosa B19 10,10+0,01

P. aeruginosa B20 9,81+0,03
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(a) (b)

Resim 4.3. P. aeruginosa B20 susunun olusturdugu piyosiyanin pigmentinin (a)
kloroformda mavi renkte ki bazik erigi ve (b) {lizerine asit konulunca
olusan kirmizi renkli tuz hali goriintimii

4.2. Pseudomonas spp. Suslarinda EPS Uretim Miktarlar

Pseudomonas spp. suslarimin EPS iiretimleri 3.2.4° de anlatildig1 gibi, Nutrient broth
(NB) besiortaminda mg/L olarak belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.3. verilmistir.
Denemelerde kullanilan suslardan en yiiksek EPS iiretimi P. aeruginosa Bl (75
mg/L) susunda bulunurken, en diigiik EPS iretim miktar1 P. aeruginosa B16 (22
mg/L) susunda bulunmustur. Ikinci derecede yiiksek EPS iiretimi P stutzeri B9 (70
mg/L), P cepecia B14 (68 mg/L), P fluorescens B6 (67 mg/L) ve P putida B15 (67
mg/L) suslarinda goriilirken diisik EPS firetimi P. [uteola B17 (31 mg/L), P.
aeruginosa B2 (34 mg/L), P. putida B18 (37 mg/L) olarak belirlenmistir. Pigment
iretimi diisiik olan P. aeruginosa B16 susunun (Cizelge 4.2) EPS {iretiminin de

diisiik oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.3).



Cizelge 4.3. Baz1 Pseudomonas spp. suslarinin EPS tiretimleri

SUSLAR

P. aeruginosa Bl
P. aeruginosa B2
P.aeruginosa B3
P. aeruginosa B16
P. aeruginosa B19
P. aeruginosa B20
P. fluorescens B4
P. fluorescens B5
P. fluorescens B6
P. fluorescens B7
P. stutzeri B8

P. stutzeri B9

P. stutzeri B10

P. stutzeri B11

P. cepacia B13

P. cepacia B14

P. putida B12

P. putida B15

P. putida B18

P. luteola B17

EPS (mg/L)
75+1,0
34440
60+2,0
22+0,0
58+0,0
44+0,0
53+0,0
630,0
67+2,0
45+3,0
63+5,0
70+1,0
52+1,0
41420
65+0,0
68+1,0
55+0,0
67+5,0
370,0
31£0,0

43



44

4.3. Pseudomonas spp. Suslarinda Ramnolipid Uretim Miktar1

Pseudomonas spp. suslarinin ramnolipid iiretimleri 3.2.5” de anlatildig1 gibi, Nutrient
Broth (NB) besiortaminda belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.4.° de verilmistir.
Yapilan 6l¢timler sonras1 Pseudomonas spp. suslarinin ramnolipid tiretim miktarlar
521-219 mg/L arasinda tespit edilmistir. En yiliksek miktarda ramnolipid tiretimi P.
aeruginosa B19 (521 mg/L), P. cepecia B13 (474 mg/L), P. aeruginosa B20 (467
mg/L), P. aeruginosa B3 (452 mg/L), P. aeruginosa B14 (427 mg/L) suslarinda
bulunurken, en diisiik ramnolipid liretim miktar1 ise P. stutzeri B10 (219 g/L), P.
stutzeri B9 (257 mg/L), P. stutzeri B11 (263 mg/L) ve P. stutzeri B8 (298 mg/L)
suslarinda bulunmustur. P. aeruginosa B19 susunda hem ramnolipid iiretiminin hem
de piyosiyanin liretiminin yiiksek oldugu belirlenmistir. Piyosiyanin iiretimi yiiksek
olan diger P. aeruginosa (B1, B2, B3, B20) suslarinin ramnolipid iiretimleri arasinda
da benzer iligskinin oldugu dikkati ¢ekmistir. Pigment olusturan Pseudomonas
aeruginosa suslart disindaki suslarin (P. fluorescens B4, B5, B6, B7, P. cepecia B13,
B14, P. putida B12, B15, B18 ve P. luteola B17) genellikle ramnolipid tiretimlerinin
de yiiksek oldugu, pigment olusturmayan (P. stutzeri B8, B9, B11 ve B12) suslarinin
ise ramnolipid iiretim miktarlarinin diisiik oldugu gozlenmistir. En yiiksek
ramnolipid iireten suslarin genelde piyosiyanin lireten P. aeruginosa tlrlerine ait

suslar arasindan oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.4. Baz1 Pseudomonas spp. suslarinin ramnolipid tiretimleri

SUSLAR

P. aeruginosa B1
P. aeruginosa B2
P.aeruginosa B3
P. aeruginosa B16
P. aeruginosa B19
P. aeruginosa B20
P. fluorescens B4
P. fluorescens B5
P. fluorescens B6
P. fluorescens B7
P. stutzeri B8

P. stutzeri B9

P. stutzeri B10

P. stutzeri B11

P. cepacia B13

P. cepacia B14

P. putida B12

P. putida B15

P. putida B18

P. luteola B17

Ramnolipid (mg/L)

388+0,3
385+0,1
45240,5
347+0,0
521+0,3
467+0,2
33420,0
339+0,2
337+0,4
339+0,2
298+0,2
257+0,3
219+0.4
263+0,1
474+0,0
42702
320+0,2
327+0,1
33620,0
361+0,0

45
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4.4. Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Piyosiyanin Uretimi Ve Ramnolipid

Uretimi Arasindaki Iliskinin Istatiksel Olarak Belirlenmesi

P. aeruginosa suslarinin piyosiyanin tiretimi ve ramnolipid iiretimi arasindaki iligki
3.2.6° da anlatildig1 gibi Pearson’s korelasyonuna gore belirlenmis ve sonuglar
Cizelge 4.5 de verilmistir. Bu sonuclara gore P. aeruginosa (B1, B2, B3, B16, B19,
B20) suslarmin piyosiyanin iiretimi ve ramnolipid iiretimi arasinda pozitif bir
korelasyon (p=0,823) oldugu tespit edilmistir. Anlamlilik ise, a= 0.05 diizeyinde

bulunmustur.

Cizelge 4.5. P. aeruginosa suslarinin piyosiyanin iretimi ve ramnolipid iiretimi
arasindaki iliski

Piyosiyanin =~ Ramnolipid

Piyosiyanin Pearson Correlation 1 .823
Sig. (2-tailed) . .044
N 6 6
Ramonolipid Pearson Correlation .823 1
Sig. (2-tailed) .044 .
N 6 6

*Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamhidir (2-tailed).

4.5. 2,4-D, Benzin, BTX ve Benzen’ in Pseudomonas spp. Suslarina Minimum

Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

2,4-D, Benzin, BTX ve Benzen’ in Pseudomonas spp. suslarina NB besiortaminda ki
Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) denemeleri 3.2.6° da anlatildigi gibi
yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda ki 2,4-D (50-1000 mg/mL), benzin, BTX ve
benzenin (% 0,5-5 v/v) denemelerde kullanilan suslar iizerine olan minimum

inhibisyon etkisi Cizelge 4.6’ de gosterilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore tiim suglar tizerinde 2,4-D’ nin inhibitorik
etkisinin olmadig1 ancak denenen en yiiksek konsantrasyonda (1000 mg/mL) P.
fluorescens B6, P. stutzeri B8 ve B1l suslarinda minimum inhibisyon belirlendigi

i¢in bu suglarin diger suglara gore 2,4-D’ ye daha duyarli oldugu sdylenebilir.
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Benzin ise P. aeruginosa B1, B2, B19, P. stutzeri B10, B11 ve P. putida B12
suslarinda farkli konsantrasyonlarda MIK belirlenirken diger suslarin hepsinin
denenen en yiiksek konsantrasyonda dahi MIK belirlenemedigi ve bu suslara

benzinin inhibitorik etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

BTX’ de ise P. aeruginosa B16 ve P. putida B15 suslar1 denenen konsantrasyonlarin
hepsine direng gosterirken diger suslarm MIK degerleri farkli farkh
konsantrasyonlarda belirlenmistir. P. stutzeri B8 susunun gelisimi % 2’ lik
konsantrasyonda ki BTX’ de inhibe oldugundan ve bu ¢alismada belirlenen en diisiik

MIK’ i gésterdiginden bu susun BTX’ e daha duyarli oldugu sdylenebilir.

% 4’ lik benzenin sadece P. stutzeri B9 susu ilizerine minimum inhibisyon etkisi
gosterdigi, diger suslarin hepsinin denenen en yiiksek konsantrasyonda (% 5 v/v) bile
inhibe olmadig1 belirlenmistir. Bu sonuclara gore denemelerde kullanilan 20 adet
Pseudomonas cinsine ait tiirlerin 2,4-D ve benzene, benzin ve BTX’ e gore daha
direncli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.6). Aym1 zamanda Pseudomonas spp.
suslarinin - minimal besiortaminda organik bilesikleri degredasyonunun da
kullanilacak olan konsantrasyonlar MIK’ e gore belirlenmis ve bu konsantrasyonlar
arasinda da suslarin gelistigi en uygun konsantrasyonlar 2,4-D icin 50 mg/L, benzin
icin % 2 v/v, BTX ve benzen i¢in % 1 v/v olarak tespit edilmistir. Bundan sonraki

calismalarda bu konsantrasyon esas alinarak yiiriitiilmiistiir.
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Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D, benzin, BTX ve benzenin Pseudomonas spp. suslarima olan minimum inhibisyon
konsantrasyon (MiK) degerleri

SUSLAR 2,4-D BENZIN BTX BENZEN
MiK (50-1000 mg/mL) MiK % 0,5-5,0 (v/v) MiK % 0,5-5,0 (v/v) MiK % 0,5-5,0 (v/v)
P. aeruginosa B1 ] 4 3 R
P. aeruginosa B2 & 2 3 g
P. aeruginosa B3 o i 3 i
P. aeroginosa B16 o i o i
P. aeruginosa B19 o 5 4 i
P. aeruginosa B20 o i 4 i
P. fluorescens B4 ] R 5 R
P. fluorescens B5 o i 3 ot
P. fluorescens B6 1000 i 3 i
P. fluorescens B7 o i 5 ot
P. stutzeri B 1000 R 2 R
P. stutzeri B9 o i 3 4
P. stutzeri B10 o 3 i
P. stutzeri B11 1000 2 3 ot
P. cepecia B13 o i 5 i
P. cepecia B14 o i 5 i
P. putida B12 < 3 3 o
P. putida B15 S & & &
P. putida B18 < o 4 o
P. luteola B17 o o 5 o

*1000 ppm iizeri direncli

**% 5 (v/v) iizeri direncli
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4.6. Minimal Besiortaminda Pseudomonas spp. Suslarinin Organik Kirleticileri

Biyodegredasyonu

Minimal besiortamina karbon kaynagi olarak organik kirleticilerin ilavesi ile
Pseudomonas spp. suslarinin gelisimlerinin belirlenerek, bu organik kirleticileri
karbon kaynagi olarak kullanim diizeyleri tespit edilmistir. Denemelerde kullanilan
suslarin 50 mg/L 2,4-D, % 1 v/v benzen ve BTX, % 2 v/v benzinde minimal
besiortaminda belli zaman araliklarinda (24, 48, 72 ve 96. saatlerde) ki bakteri
gelisimleri spektrofotometrik olarak belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.7-4.8° de

verilmistir.

Bu sonuglara gore Pseudomonas spp. suslarinin karbon kaynagi olmayan minimal
besiortaminda 50 mg/mL 2,4-D herbisitini 24. saatten itibaren karbon kaynagi olarak
kullanip gelisim gosterdikleri ve en iyi gelisimin 72. saatte gergeklestigi
bulunmustur. Minimal besiortaminda 50 mg/mL 2,4-D herbisitini karbon kaynagi
olarak kullanip 72. saatte en iyi gelisimi gosteren suslar ise sirasiyla P. aeruginosa
B1 (0,19), P. fluorescens B5 (0,15), P stutzeri B11 (0,14), P. aeruginosa B20 (0,14),
P stutzeri B8 (0,12), P stutzeri B10 (0,12), P putida B12 (0,12) ve P. aeruginosa B3
(0,10), olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7). 72. saatten sonra gelisimin fazla
olmamasi suglarin karbon kaynagi olarak 2,4-D’ yi 72. saate kadar parcaladigini

gostermektedir.

Minimal besiortamina karbon kaynagi olarak % 1 (v/v)’ lik benzen ilave edildigi
zaman Pseudomonas spp. suslarmin gelisimleri, 50 mg/mL 2,4-D herbisitine gore
daha yavas ve az oldugu tespit edilmistir. % 1 (v/v)’ lik benzende bazi suslar 48.
saatte en 1yl gelisim gostersede, benzeni iyi kullanan ve diger suglara gore daha iyi
gelisim gosteren suslarin (P. fluorescens B4, BS, B6, B7, P. luteola B17, P. cepecia
B13) genellikle 72. saate kadar iyi gelistigi 96. saatte gelisimin durdugu
belirlenmistir. 72. saatte en iyi gelisen bakterilerin yogunluklar1 P. fluorescens BS
(0,10), P. luteola B17 (0,08), P. fluorescens B4 (0,08) ve P. fluorescens B6 (0,07)
olarak belirlenirken, karbon kaynagi olmayan sadece MSM besiortaminda ayni

sartlarda bakterilerde higbir gelisme olmadig1 belirlenmistir.
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Pseudomonas spp. suslarin %1 (v/v)’ lik BTX’ deki gelisimin genel olarak 2,4-D
herbisitine gore daha az, benzendeki bakteriyal gelisime kiyasla daha fazla oldugu ve
en iyi gelisimin 48. saatte gerceklestigi tespit edilmistir. Bu suslardan 48. saatte en
iyi geligimi sirasiyla P stutzeri B11 (0,14), P. stutzeri B8 (0,11), P. fluorescens BS
(0,10) ve P. aeruginosa B3 (0,09) suslar1 gostermistir (Cizelge 4.8).

Pseudomonas spp. suslarinin karbon kaynagi olarak % 2 (v/v)’ lik benzinde, diger
organik bilesiklere kiyasla daha az ve yavag gelistigi tespit edilmistir. Yapilan
denemelerde bakteri gelisimin 96. saatte oldugu fakat 96. saat sonrasinda bakteri
gelisiminin durdugu belirlenmis ve 96. saat sonrasindaki Sl¢iim sonuglart dikkate
alimmamistir. Bu suslar arasinda 96. saatte en iyi gelisimi sirasiyla P. aeruginosa B3

(0,06) ve P. putida B15 (0,06) suslar1 gostermistir (Cizelge 4.8).

Denemelerde kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin genel olarak sirasiyla en iyi
2,4-D herbisitinde ve BTX’ de gelistikleri i¢in bu organik bilesikleri benzen ve

benzine gore daha fazla degrede ettikleri sdylenebilir.
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Cizelge 4.7. Pseudomonas spp. suslarmin 50 mg/mL 2,4-D ve % 1’ lik benzende belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96.

saatlerdeki) bakteri gelisimi

Optik Yogunluk 600 nm
Bakteri Sus NB MSM MSM 50 mg/mL 2,4-D’ deki bakteri gelisimi % 1 (v/v) Benzen’ deki bakteri gelisimi
Tirleri No Kontrol 2,4-D Benzen
Kontrol Kontrol
24. saat 48. saat 72. saat 96. saat 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat
P. aeruginosa Bl 1,58+0,01 - - 0,19+0,00 0,19+0,00 0,19+0,00 0,18+0,00 | 0,02+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 0,03%0,00
B2 1,17+0,03 - - 0,04+0,00 0,04+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 | 0,01+£0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 0,04+0,00
B3 1,53+0,02 - - 0,06+0,00 0,06+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00 | 0,02+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 0,05+0,00
B16 1,44+0,04 - - 0,06+0,00 0,06+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00 | 0,01+£0,00 0,04+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00
B19 1,23+0,04 - - 0,06+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00 | 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00
B20 1,09+0,01 - - 0,13+0,01 0,13+0,00 0,14+0,00 0,13+0,00 | 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00
P. fluorescens B4  1,73£0,01 - - 0,07+0,01  0,08+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00 | 0,03+0,00 0,07+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00
B5 1,70+0,01 - - 0,14+0,01 0,15+0,00 0,15+0,01 0,15+0,00 | 0,03+0,00 0,09+0,00 0,10+£0,00 0,09+0,00
B6 1,91+0,03 0,01+0,00 - 0,07+0,01 0,07+0,00 0,07+0,01 0,07+0,00 | 0,01+£0,00 0,05+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00
B7 1,59+0,03 - - 0,04+0,0  0,04+0,01 0,05+0,01 0,05+0,00 | 0,02+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00
P. stutzeri B8  1,68+0,04 - - 0,09+0,00 0,11+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 | 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,01+£0,00 0,01%0,00
B9 1,78+0,04 - - 0,05+0,00 0,05+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 | 0,01+0,00 0,01£0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
B10 0,82+0,02 - - 0,09+0,00 0,09+0,00 0,12+0,01 0,12+0,00 | 0,03+0,00 0,03£0,00 0,05+0,00 0,05%0,00
B11 1,71+0,02 0,01+0,00 - 0,10+0,00 0,12+0,00 0,14+0,00 0,14+0,00 | 0,02+0,00 0,05+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00
P. putida B12 1,77+0,05 - - 0,10+0,00 0,10+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 | 0,02+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 0,05%0,00
B15 1,49+0,03 - - 0,08+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00 | 0,01+0,00 0,04+0,00 0,05+0,00 0,05%0,00
B18 2,16+0,05 - - 0,06+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 | 0,01+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00
P. cepecia B13 2,17+0,02 0,01£0,00 0,01+£0,00 0,07=0,00 0,07+0,00 0,09+0,00 0,09+0,00 | 0,03+0,00 0,03+0,00 0,06+£0,00 0,06+0,00
B14 1,66+0,01 - 0,01£0,00 0,07+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00 | 0,02+0,00 0,03+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00
P. luteola B17 1,87+0,03 - - 0,04+0,00 0,06:0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 | 0,01+0,00 0,07+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00

-: Bakteri gelisimi belirlenememistir.
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Cizelge 4.8. Pseudomonas spp. suslarinin %1’ lik BTX ve % 2’lik benzinde belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki)
bakteri gelisimi

Optik Yogunluk 600 nm
Bakteri Sus NB MSM MSM %1 (v/v) BTX’ deki bakteri gelisimi % 2 (v/v) Benzindeki bakteri gelisimi
Tiirleri No Kontrol BTX Benzin
Kontrol Kontrol
24. saat 48. saat 72. saat 96. saat 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat
P. aeruginosa Bl 1,58+0,01 - - 0,02+0,00 0,08+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00 | 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
B2 1,17+0,03 - - 0,01£0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 | 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,03+£0,00 0,04+0,00
B3 1,53+0,02 - - 0,05+0,00 0,10+0,00 0,09+0,00 0,09+0,00 | 0,01+0,00 0,02+0,00 0,05+0,00 0,06+0,00
Bl16  1,44+0,04 - - 0,01+£0,00 0,05+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 | 0,01+0,00 0,01+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00
B19  1,23+0,04 - - 0,01+£0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 | 0,01+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00
B20  1,09+0,01 - - 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 | 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,02+0,00
P. fluorescens B4 1,73+£0,01 - - 0,02+0,00 0,08+0,00 0,07+0,00 0,06+0,00 | 0,01+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
B5 1,70+0,01 - - 0,02+0,00 0,10+0,00 0,09+0,00 0,09+0,00 | 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,01£0,00 0,02+0,00
B6 1,91+0,03 - - 0,04+0,00 0,05+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 | 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,01+£0,00 0,02+0,00
B7 1,59+0,03 - 0,02+0,00 0,07+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 | 0,01+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00
P. stutzeri B8 1,68+0,04 - - 0,08+0,00 0,11+0,00 0,10+£0,00 0,09+0,00 | 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,01+£0,00 0,01+0,00
B9 1,78+0,04 - - 0,01£0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 | 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00
B10  0,82+0,02 - - 0,04+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00 0,07+0,00 | 0,03+0,00 0,03+0,00 0,04+£0,00 0,04+0,00
Bl11 1,71+0,02 - - 0,12+0,00 0,14+0,00 0,13+0,00 0,11+0,00 | 0,01+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00
P. putida B12  1,77+0,05 - - 0,02+0,00 0,06+0,00 0,05+0,00 0,04+0,00 | 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00
B15  1,49+0,03 - - 0,02+0,00  0,04+0,00 0,04+0,00 0,03+0,00 | 0,02+0,00 0,02+0,00 0,05+0,00 0,06+0,00
B18  2,16+0,05 - - 0,02+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 | 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00
P. cepecia B13  2,17+0,02 - - 0,03+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 0,05+0,00 | 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,01+£0,00 0,03+0,00
B14  1,66+0,01 - - 0,02+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 | 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00
P. luteola B17  1,87+0,03 - - 0,06+£0,00 0,07+0,00 0,07+0,00 0,07+0,00 | 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00

-: Bakteri gelisimi belirlenememistir.
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4.7. Minimal Besiortaminda Pseudomonas spp. Suslarimin  Organik

Kirleticilerde Piyosiyanin Uretimlerinin Belirlenmesi

Minimal besiortamindaki organik Kkirleticileri karbon kaynagi olarak kullanan
Pseudomonas spp. suslarinin belli zaman araliklarinda biyodegredasyonu esnasinda
piyosiyanin iiretimi 3.2.3” da anlatildig1 gibi yapilmis ve sonuclar Cizelge 4.9, 4.10°

da verilmistir.

Bu sonuglara gore minimal besiortaminda 50 mg/mL 2,4-D herbisitini karbon
kaynag1 olarak kullanan P. aeruginosa suslari en iyi pigment liretimini 72. saatte
gergeklestirmis ve en iyi pigment liretimide sirasiyla P. aeruginosa B1 (4,1 pg/mL)
ve P. aeruginosa B20 (3,8 ng/mL) suslarinda belirlenmistir. P. aeruginosa (B1, B2,
B3, B16, B19, B20) suslar1 2,4-D herbisitinde en 1yi gelisimi 72. saatte gdsterirken
(Cizelge 4.7) en iyi piyosiyanin liretimini de 72. saatte gostermistir (Cizelge 4.9).

Aymi sekilde P. aeruginosa suslarindan % 1’ lik benzen ve BTX’ de en iyi
piyosiyanin iretiminin 48. saatte P. aeruginosa B3 susu tarafindan oldugu tespit
edilmistir. Bu sus % 1’ lik benzende 1,3 pg/mL piyosiyanin lretirken, % 1’ lik BTX’
de de buna yakin bir degerde 1,2 pg/mL piyosiyanin iiretmistir. Yine 48. saatte BTX’
1 karbon kaynagi olarak kullanarak 2. derecede yiiksek piyosiyanin iiretimi P.
aeruginosa B19 (1,1 pg/mL) susunda tespit edilmistir. P. aeruginosa suslarmin
benzen ve BTX’ deki piyosiyanin iiretimlerinin 2,4-D herbisitindeki piyosiyanin

tiretimlerinden daha diisiik oldugu belirlenmistir(Cizelge 4.9, 4.10).

% 2’ lik benzinde de benzer sekilde en iyi piyosiyanin iiretimi 96. saatte P.
aeruginosa B3 susu tarafindan (0,8 pg/mL) gerceklesmis ve P. aeruginosa suslarinin
benzindeki piyosiyanin liretimleri i¢in 96. saat sonrasinda yapilan dlgiimlerde diisiis
tespit edildiginden sonuclar bu saate kadar verilmistir. P. aeruginosa suslarinin diger
organik bilesiklere gore benzini karbon kaynagi olarak kullandiginda daha diisiik

miktarda piyosiyanin Urettigi belirlenmistir (Cizelge 4.10).
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P. aeruginosa (B1, B2, B3, B16, B19, B20) suslarinin genelde 2,4-D herbisitinde 72.
saatte (Cizelge 4.7), benzen ve BTX’ de 48. saatte (Cizelge 4.7, Cizelge 4.8) ve
benzinde 96. saatte (Cizelge 4.8) bakteriyal gelisimin durgun fazina gectikleri ve bu
saatlerde piyosiyanin iiretimini gergeklestirdikleri sOylenebilir.

Denemelerde kullanilan P. aeruginosa suslarinin organik bilesikleri (2,4-D, benzen,
BTX ve benzin) biyodegradasyonu esnasinda en iyi bakteri gelisimi ve piyosiyanin
tiretimi 2,4-D herbisitinin karbon kaynagi olarak kullanimi ile P. aeruginosa B1
susunda goriilmiistiir. P. aeruginosa Bl susunda bakteri gelisimi ve piyosyanin
tiretimi arasindaki iliski Sekil 4.1° de verilmistir. P. aeruginosa B1 susunun bakteri
gelisiminin durgunluk fazinda ve en yiiksek oranda piyosiyanin trettigi, bakteri
gelisiminin diigmeye yani bakteride gelisimin durdugu ve oliim oraninin arttig

stirelerde ise piyosiyanin miktarinda diisme tespit edilmistir.

—#— OD —— Piyosiyanin

0,192 + + 45
0,19 + = B 4 A
0,188 L35 8
£ 0,186 + T3 g
S 0,184 +25 2
2 0,182 ¢ ~ +2 E
S 018+ " v R
0,178 -+ 1 2
0,176 + +0,5 ™~
0,174 | | | » 0
(\P‘ ) v Q"O
ZAMAN (Saat)

Sekil 4.1. Farkh stirelerde (24, 48, 72 ve 96. saat) 2,4-D herbisitini karbon kaynagi
olarak kullanan P. aeruginosa B1 susunun bakteriyal gelisimi ve
piyosiyanin pigmenti iiretimi
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Cizelge 4. 9. Pseudomonas aeruginosa suglarinin 50 mg/mL 2,4-D ve % 1’ lik benzende belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96.

saatlerdeki) biyodegredasyonu esnasinda piyosiyanin tiretimleri (ng/mL)

Bakteri Tiir Sus No | 50 mg/mL 2,4-D’ deki Piyosiyanin Uretimi % 1 (v/v) Benzen’ deki Piyosiyanin Uretimi
(ng/mL) (ng/mL)
24.saat | 48. saat | 72.saat 96. saat 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat

B1 1,7£0,1 | 1,7+0,0 | 4,1+0,1 | 0,01+0,00 - 0,90+0,00 - -
B2 1,5£0,0 | 1,5+0,0 | 2,8+0,0 | 0,60+0,00 - 0,90+0,00 | 0,20+0,00 -

P. aeruginosa B3 - 1,2+0,0 | 1,5+0,0 | 0,10+0,00 - 1,30+0,00 - -
B16 - 1,6£0,0 | 1,8+0,0 | 0,03+0,00 - 0,90+0,00 | 0,01+0,00 -
B19 - 1,60,0 | 2,2+0,0 | 0,06+0,00 - 0,80+0,00 - -
B20 1,2+0,0 | 1,8+0,0 | 3,8+0,1 | 0,03+0,00 - 0,02+0,00 - -

-: Piyosiyanin iiretimi belirlenememistir.
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Cizelge 4. 10. Pseudomonas spp. suslarinin % 1’ lik BTX ve % 2’ lik benzinde belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki)
biyodegredasyonu esnasinda piyosiyanin iiretimleri (ng/mL)

Bakteri Tiir Sus No %1 (v/v) BTX’ deki Piyosiyanin Uretimi % 2 (v/v) Benzindeki Piyosiyanin Uretimi
24. saat 48. saat 72.saat | 96. saat 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat
Bl - 0,70+0,00 - - 0,01+0,00 | 0,06+0,00 | 0,06+0,00 | 0,6+0,0
B2 - 1,10+0,00 - - 0,03+0,00 | 0,10+0,00 | 0,10+0,00 | 0,7+0,0
P. aeruginosa B3 - 1,20+0,00 - - 0,03+0,00 | 0,10+0,00 | 0,60+0,00 | 0,8+0,0
B16 - 0,90+0,00 - - - 0,08+0,00 | 0,10+0,00 | 0,5+0,0
B19 - 1,10+0,00 - - 0,03+0,00 | 0,20+0,00 | 0,50+0,00 | 0,7+0,0
B20 - 0,03+0,00 - - 0,10+0,00 | 0,20+0,00 | 0,40+0,00 | 0,7+0,0

-: Piyosiyanin iiretimi belirlenememistir.
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4.8. Minimal Besiortaminda Pseudomonas spp. Suslarinin Organik Kirleticileri
Biyodegredasyonu Esnasinda Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimlerinin

Belirlenmesi

Aragtirmada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin belli zaman araliklarinda (24,
48, 72 ve 96. saatlerdeki) minimal besiortaminda karbon kaynagi olarak organik
kirleticileri (50 mg/L 2,4-D, % 1 benzen ve BTX, % 2 benzin) biyodegredasyonu
esnasinda ekzopolisakkarit tiretimleri Bolim 3.2.4° de anlatildigi gibi yapilmis ve

sonuglar Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12° de verilmistir.

Minimal besiortaminda 2,4-D herbisitini kullanan Pseudomonas spp. suslari arasinda
en ylksek EPS tiretimi P. aeruginosa B1 (40 mg/L) ve P. aeruginosa B20 (35 mg/L)
suslarinda 72. saatte goriilmektedir. Pseudomonas spp. suslar1 2,4-D herbisitinde en
1yi gelisimi ve EPS {iretimini 72. saatte gdstermistir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.9). genel
olarak tiim suslarda EPS iiretiminin 72. saate kadar arttigi ondan sonra azaldigi
belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.11). P. aeruginosa Bl susunun 2,4-D
herbisitinde yiiksek EPS iiretimi yani sira en iyi gelisen ve en iyl piyosiyanin
olusturan sus oldugu dikkati ¢cekmektedir (Cizelge 4.9). Pseudomonas sp. tiirlerinin
ikinci derecede yiiksek EPS iiretimleri ise P. aeruginosa B3 (33 mg/L), P.
fluorescens B5 (33 mg/L), P. aeruginosa B19 (28 mg/L), P. stutzeri B11 (24 mg/L),
P. aeruginosa B16 (22 mg/L), P. stutzeri B10 (21 mg/L), P. fluorescens B4 (20
mg/L) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

% 1’ lik benzeni karbon kaynagi olarak kullanan Pseudomonas spp. suslar1 arasinda
en yiiksek iiretimi P. fluorescens B5 (33 mg/L) susu 72. saatte gostermistir. Diger
yuksek EPS iireten suslar sirasiyla P. aeruginosa B3 (28 mg/L), P. fluorescens B4
(28 mg/L) ve P. fluorescens B6 (23 mg/L) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Bu
suslar icinde P. aeruginosa B3 susu hari¢ diger suslar 2,4-D’ de oldugu gibi
benzende de en yiiksek EPS firetimini 72. saatte goOstermistir. Benzende gelisip
yluksek EPS iireten suslardan biri olan P. aeruginosa B3 susunun piyosiyanin

tiretiminin de yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9). % 1’ lik benzende en iyi
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gelisen(Cizelge 4.7) ve EPS iireten susun P. fluorescens B5 oldugu ve EPS

tiretiminin bakteri gelisimine bagli oldugu sdylenebilir.

Karbon kaynagi olarak kullanan % 1’ lik BTX’ i kullanan Pseudomonas spp. suslari
EPS iiretimini 48. saatte gergeklestirmis olup bu suslar arasindan % 1’ lik BTX’ de
en iyi gelisim gosteren (Cizelge 4.8) ve en iyi EPS flireten susun P. stutzeri B11 (30
mg/L) oldugu ve bakteriyal gelisimin ve EPS iiretiminin 48. saatte gerceklestigi
tespit edilmistir. BTX’ de yliksek EPS {ireten diger Pseudomonas sp.’ leri sirastyla P.
fluorescens BS5 (25 mg/L), P. aeruginosa B3 (23 mg/L), P. stutzeri B8 (24 mg/L)

olarak bulunmus ve en iyi iiretim 48. saatte belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Calismada kullanilan suslarin % 2’ lik benzindeki gelisimlerine paralel olarak EPS
tiretimlerinin de 96. saatte gerceklestigi ve liretimin diger organik bilesikleri kullanan
suslarin EPS {iretimlerinden diisiik oldugu goézlenmistir. Buna goére % 2’ lik
benzindeki gelisimi en yliksek olan P. aeruginosa B3 susunun diger suslara gére EPS
tiretiminin de (9 mg/L) yliksek oldugu tespit edilmistir. Denemelerde kullanilan diger
Pseudomonas spp.’ leri arasindaki EPS {iiretimleri de 96. saatte gerceklesmis ve P.
putida B15 (8 mg/L), P. fluorescens B7 (7 mg/L), P. putida B12 (7 mg/L), P.
cepecia (7 mg/L), P. stutzeri B10 (6 mg/L), P. aeruginosa B16 (5 mg/L) ve P.
luteola B17 (5 mg/L) olarak bulunmustur. Calismada kullanilan suslarin % 2’ lik
benzinde diger organik bilesiklerdeki gelisimlerine kiyasla daha az oldugu ve buna
baglh olarak EPS iiretimlerinin de bu bilesikte daha diisiik oldugu sodylenebilir
(Cizelge 4.12).

Bu calismada Pseudomonas spp. suslarinin kullanilan 4 farkli organik kirleticinin
(2,4-D, benzin, BTX ve benzen) biyodegredasyonu ile EPS iiretiminde en iyi
gelisimi ve EPS iiretimini 2,4-D herbisitinde P. aeruginosa B1 susu gostermistir. Bu
susun 24-96. saatler arasindaki EPS iiretimi ve gelisimi Sekil 4.2 de gosterilmistir.
Bu sus irettigi EPS’ nin monomer yapisini arastirmak iizere HPLC analizi i¢in
secilmistir. Benzin, BTX ve benzeni karbon kaynagi olarak kullanip 24-96. saatler
arasinda en iyi gelisimi gosteren suglar ve EPS iretimleri Sekil 4.3-Sekil 4.5 de

verilmigtir.



Cizelge 4.11. Pseudomonas spp. suslarinin 50 mg/mL 2,4-D ve % 1’ lik benzende belli zaman araliklarindaki (24,

saatlerdeki) EPS iiretimi (mg/L)
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48, 72 ve 96.

50 mg/mL 2,4-D’ deki EPS iiretimi (mg/L)

% 1 (v/v) Benzen’ deki EPS iiretimi (mg/L)

Bakteri Tiirleri Sus No | 24.saat | 48.saat | 72.saat 96. saat 24.saat | 48.saat | 72.saat 96. saat
Bl 33+0 35+2 40+0 20+1 8+0 17+0 5+1 -
B2 1+0 4+0 7+0 5+0 4+1 17+0 4+1 1+0
P. aeruginosa | B3 26+1 30+0 33+0 13+0 9+2 28+0 15+0 3+0
Bl16 12+0 15+0 2240 10+0 2+0 17+1 4+0 -
B19 20+0 25+0 28+1 20+0 1+0 5+1 1+0 -
B20 28+0 31+1 35+1 20+1 1+0 540 3+1 2+0
B4 540 14+0 20+1 10+0 5+1 160 28+2 4+1
P. fluorescens | B5 19+0 250 33+0 11+0 13+0 2240 33+0 19+0
B6 12+0 13+1 18+0 9+0 5+0 12+0 23+0 1+0
B7 7+0 9+0 14+0 540 540 10+0 1142 2+0
B8 5+0 1410 18+1 2+0 - 3+1 3+0 1+0
P. stutzeri B9 4+0 11+0 18+0 7+0 - 4+0 7£2 50
B10 8+0 17+0 21+0 5+0 4+0 4+1 8+0 2+0
Bl11 6+0 17+0 24+0 4+0 4+1 1542 18+1 5+0
B12 6+0 15+1 18+0 110 1+0 10+1 1940 -
P. putida B15 2+0 14+0 14+0 5+1 - 240 12+0 -
B18 - 2+0 5+0 5+0 - 1+0 1042 -
P. cepecia B13 2+0 7+0 1240 3+1 8+3 8+0 10£1 3+0
B14 3+0 10+0 1540 9+2 7+0 8+0 8+0 4+0
P. luteola B17 2+0 12+0 12+0 8+0 50 10+0 17+0 1+0

-: EPS iiretimi belirlenememistir.
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Cizelge 4. 12. Pseudomonas spp. suslarinin % 1’ lik BTX ve % 2’ lik benzinde belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki)

EPS iiretimi (mg/L)

%1 (v/v) BTX’ deki EPS iiretimi (mg/L) | % 2 (v/v) Benzindeki EPS iiretimi (mg/L)

Bakteri Tiirleri Sus No | 24.saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat | 24.saat | 48.saat | 72.saat | 96. saat
B1 9+0 16+0 340 2+0 - - 0,3+0,0 | 0,4+0,0

B2 - 9+0 340 1+0 - 0,5£0,0 | 1,0£0,0 | 3,0+0,0

P. aeruginosa B3 2141 2340 9+2 5+1 0,3+0,0 | 3,0+0,0 | 9,0+1,0 | 9,0+0,0
Bl16 - 72 2+1 1+0 0,1+0,0 | 0,5+0,0 | 5,0+0,0 | 5,0+0,0

B19 - 2+0 1+0 1+0 0,1+0,0 | 0,1+0,0 | 1,0+0,0 | 2,0+0,0

B20 - 3+0 2+0 2+0 0,2+0,0 | 0,3+0,0 | 1,0£0,0 | 2,0+0,0

B4 240 17+0 340 2+0 - 0,1£0,0 | 0,2+0,0 | 0,3+0,0

P. fluorescens B5 240 25+1 9+3 5+0 0,5+0,0 | 0,8+0,2 | 2,0+0,0 | 3,0£0,0
B6 8+2 14+1 2+0 2+0 0,1+0,0 | 0,1+0,0 | 0,4+0,0 | 1,0+0,0

B7 2+0 6+1 340 2+0 0,5+0,0 | 1,0+0,0 | 7,0£1,0 | 7,0£1,0

B8 11+0 24+3 1340 10+0 0,9+0,3 | 1,0£0,0 | 1,0£0,0 | 2,0+0,0

P. stutzeri B9 2+0 2+0 1+3 1+0 0,9+0,3 | 0,9+0,1 | 1,0£0,0 | 1,0+0,0
B10 5+1 1940 3+0 - 3,0£1,0 | 4,0£1,0 | 6,0£0,0 | 6,0+0,0

Bl11 11+0 30+1 29+0 150 0,1+0,0 | 0,5+0,1 | 1,0+0,0 | 4,0+0,0

B12 540 1740 8+2 340 0,1+0,0 | 0,5+0,1 | 2,0+0,0 | 7,0+1,0

P. putida B15 5+1 16+0 5+1 2+0 3,0+0,0 | 3,0+1,0 | 3,0+0,0 | 8,0+1,0
B18 9+3 10+1 5+1 1+0 0,1+0,0 | 0,3+0,0 | 1,0+0,0 | 4,0+1,0

P. cepecia B13 8+3 14+1 5+1 3+0 1,0£0,0 | 1,0£0,0 | 2,0+0,0 | 4,0+0,0
B14 7+0 6+0 340 2+0 1,0£0,0 | 3,0+0,0 | 5,0+0,0 | 7,0+0,0

P. luteola B17 1010 17£3 9+0 810 1,0£0,0 | 2,0+0,0 | 4,0+0,0 | 5,0+0,0

-: EPS iiretimi belirlenememistir.
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Sekil 4.2. Farkl siirelerde (24, 48, 72 ve 96. saat) 2,4-D herbisitini karbon kaynagi
olarak kullanan P. aeruginosa Bl susunun bakteriyal gelisimi ve EPS

tretimi
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Sekil 4.3. Farkl siirelerde (24, 48, 72 ve 96. saat) benzini karbon kaynagi olarak
kullanan P. putida B15 susunun bakteriyal gelisimi ve EPS iiretimi
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Sekil 4.4. Farkli siirelerde (24, 48, 72 ve 96. saat) BTX’ i karbon kaynagi olarak
kullanan P. stutzeri B11 susunun bakteriyal gelisimi ve EPS iiretimi
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Sekil 4.5. Farkli siirelerde (24, 48, 72 ve 96. saat) benzeni karbon kaynagi olarak
kullanan P. fluorescens BS susunun bakteriyal gelisimi ve EPS iiretimi
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4.9. Pseudomonas spp. Suslarimin Bakteriyal Gelisimi Ve EPS Uretimi

Arasindaki Iliskinin Istatistiksel Olarak Belirlenmesi

Pseudomonas spp. suslariin bakteriyal gelisimi ve EPS iiretimi arasindaki iligki
3.2.6° da anlatildig1 gibi Pearson’s korelasyonuna gore belirlenmis ve sonuglar

Cizelge 4.13’ de verilmistir.

Calisma da Pseudomonas spp. suslarinin bakteriyal gelisimi ile EPS iiretimi arasinda
bir ilisi olup olmadigi Person’s korelasyon testine gore arastirilmis ve 2,4-D
herbisitinde 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla p=0,639, p=0,684 ve p=0,737, benzinde
24 ve 48. saatlerde sirasiyla p=0,582ve p=0,493, BTX’ de 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
sirastyla p=0,630, p=0,894, p=0,793 ve p=0,739 ve benzende 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde sirasiyla p=0,675, p=0,699, p=0,867ve p=0,481 bulunmustur. Bu degerlere
gore bakteriyal gelisimi ve EPS iiretimi arasindaki iliskinin 2,4-D herbisitinde 24, 48
ve 72. saatlerde o= 0,01 diizeyinde, benzinde 24. saatte o= 0,01, 48. saatte a= 0,05
anlamlilik diizeyinde, BTX’ de 24, 48, 72 ve 96. saattlerde a= 0,01, benzende 24, 48
ve 72. saatlerde o= 0,01 ve 96. saatlerde a= 0,05 anlamlilik diizeyinde pozitif bir
korelasyon oldugu tespit edilmistir. Pseudomonas spp. suslarinin 96. saat de 2,4-D
herbisitinde ve 72 ve 96. saatlerde benzininde ki bakteriyal gelisim ve EPS iiretimi

arasinda herhangi bir iligkiye rastlanilmamistir.
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Cizelge 4.13. Pseudomonas spp. suslarimin c¢esitli organik kirleticilerin farkl
stirelerde bakteriyal gelisim ve EPS iiretimi arasindaki p degeri ve
anlamhlik diizeyleri

Organik . . —
Kirleticiler Stire (Saat) p degeri Anlamlilik Diizeyi

24. 0,639 0,01
2,4-D 48. 0,684 0.01

72. 0,737 0,01

24. 0,582 0,01
Benzin

48. 0,493 0,05

24, 0,630 0,01

48. 0,894 0,01
BTX

72. 0,793 0,01

96. 0,739 0,01

24. 0,675 0,01

48. 0,699 0,01
Benzen

72. 0,867 0,01

26. 0,481 0,05

4.10. Minimal Besiortaminda Pseudomonas spp. Suslarinin Organik Kirleticileri

Biyodegredasyonu Esnasinda Ramnolipid Uretimlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin minimal besiortaminda belli
zaman araliklarinda organik bilesiklerin degredasyonu esnasinda ramnolipid
tiretimleri, 3.2.4° de anlatildigi gibi tespit edilmis ve sonuglar Cizelge 4.14° de

verilmistir.

Pseudomonas  spp. suslarinin  minimal besiortaminda 2,4-D  herbisitini
biyodegredasyonu esnasinda en yiiksek ramnolipid tiretimini 72. saatte P. aeruginosa
B1 (45 mg/L) susu gostermistir. Ramnolipid iireten diger suslar ise sirasiyla P.

aeruginosa B3 (10 mg/L), P. fluorescens B5 (5 mg/L), P. aeruginosa B20 (2 mg/L)
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ve P. aeruginosa B2 (0,5 mg/L) olarak tespit edilmistir. Ramnolipid iireten bu

suslarin disindaki suslarda ramnolipid iiretimine rastlanilmamaistir.

% 1 benzeni ve % 1 BTX’ i kullanan Pseudomonas spp. suslar1 arasindan en yiiksek
ramnolipid Uretimleri 72. saatte sirasiyla benzende P. fluorescens B5 (1,5 mg/L),
BTX’ de P. aeruginosa B3 (0,5 mg/L) ve P. aeruginosa B19 (0,3 mg/L) tarafindan
gerceklesmistir. Bu suslarin disinda ¢alismada kullanilan diger suglarin % 1 benzen
ve % 1 BTX’ de ramnolipid tiretmedikleri ve 2,4-D herbisitini kullanan suslara gore

daha diisiik oranda ramnolipid iirettikleri tespit edilmistir.

Karbon kaynagi olarak % 2 benzini kullanan ¢alismadaki Pseudomonas spp.
suslarindan en yiiksek tiretimi P. putida B15 (52 mg/L) susu gostermistir (Cizelge
4.13). Bu susun 2,4-D herbisitini kullanan P. aeruginosa Bl susunun iirettigi
ramnolipidden daha yiiksek bir {liretim gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.13).
Ramnolipid tireten diger suslar ise sirasiyla P. stutzeri B11 (31 mg/L), P. aeruginosa
B16 (20 mg/L), P. fluorescens B4 (18 mg/L), P. stutzeri B10 (11 mg/L), P.
fluorescens B6 (5 mg/L), P. luteola B17 (5 mg/L), P. fluorescens B5 (3 mg/L), P.
putida B18 (2 mg/L) ve P. aeruginosa B3 (0,7 mg/L) olarak bulunmustur. Bu

suslarin digindaki suslarda ramnolipid iiretimine rastlanilmamistir.

Pseudomonas spp. suslarinin 2,4-D herbisitinde, benzen, BTX ve benzinde 72. saatte
ramnolipid Uretimini gergeklestirdikleri belirlenmistir. Genelde ramnolipid iiretimi
sirastyla benzin ve 2,4-D herbisitini karbon kaynagi olarak kullanan bazi
Pseudomonas spp. suslarinda gozlenirken benzen ve BTX’ i kullanan bazi suslarda

kayda deger bir liretim goriilememistir.

Denemelerde kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin organik bilesikleri (2,4-D,
benzen, BTX ve benzin) biyodegradasyonu esnasinda en iyi ramnolipid iiretiminin
sirastyla benzin ve 2,4-D herbisitinde, P. putida B15 ve P. aeruginosa Bl susu
tarafindan gerceklestirildigi belirlenmistir. P. aeruginosa B1 susu 2,4-D herbisitinde,

P. putida B15 susuda % 1’ lik Benzinde en iyi bakteri gelisimi ve ramnolipid tiretimi
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belirlenmis, bu sonuclar Sekil 4.3, Sekil 4.4° de verilmistir. Bu suslar, {rettikleri

ramnolipidin miktarini tespit etmek tizere HPLC analizi i¢in secilmistir.

Tiim bu sonuglara gore organik bilesikler arasindan 2,4-D herbisitini diger suslara
gore karbon kaynagi olarak en iyi kullanan ve bu esnada yiiksek metabolit
(piyosiyanin, EPS ve ramnolipid) iireten {istlin susun P. aeruginosa B1 (Cizelge 4.7,
Cizelge 4.9, Cizelge 4.11, Cizelge 4.14), hidrokarbonlar arasindan diger suslara gore
BTX’ i karbon kaynag1 olarak en iyi kullanan ve bu esnada yiiksek EPS {ireten susun
P. stutzeri B11 (Cizelge 4.8, Cizelge 4.12), benzinde yiiksek ramnolipid {ireten susun
da P. putida B15 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.14). P. aeruginosa Bl ve P.
stutzeri B11 suslar1 2,4-D herbisiti ve BTX’ 1 hangi oranda degrede ettiklerini, P.
aeruginosa B1 susu, EPS monomer yapisi, EPS, piyosiyanin, ramnolipid iiretim
miktarlarini, P. putida B15 susu ise ramnolipid {iretim miktarim1 belirlemek iizere

HPLC analizi i¢in se¢ilmislerdir.
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Cizelge 4.14. Pseudomonas spp. suslarinin 50 mg/mL 2,4-D, % 1’ lik benzende, % 1’ lik BTX ve % 2’ lik benzinde belli zaman
araliklarindaki (72 ve 96. saatlerdeki) ramnolipid iiretimi (mg/L)

50 mg/mL 2,4-D’ deki %1 (v/v) Benzendeki %1 (v/v) BTX’ deki % 2 (v/v) Benzindeki
Bakteri Tiirleri Sus No Ramnolipid tiretimi (mg/L) Ramnolipid iiretimi (mg/L) Ramnolipid iiretimi (mg/L) Ramnolipid iiretimi (mg/L)
72. saat 96. saat 72. saat 96. saat 72. saat 96. saat 72. saat 96 saat
Bl 45,0+0,3 35,0+0,01 - - - - - -
B2 0,5+0,3 0,3+0,5 - - - - - -
P. aeruginosa B3 10,0+0,0 5,0£0,1 - - 0,5+0,0 0,2+0,0 0,7+0,0 0,5+0,0
B16 - - - - - - 20,0+0,1 10,0+0,0
B19 - - - - 0,3+0,0 0,1+0,1 - -
B20 2,0+0,0 0,7+0,2 - - - - - -
B4 - - - - - - 18,0+0,2 10,0+0,0
P. fluorescens BS 5,0£0,0 1,0+0,1 1,5+0,1 0,8+0,1 - - 3,0+£0,0 1,0+0,0
B6 - - - - - - 5,0£0,0 1,0+0,0
B7 - - - - - - - -
B8 - - - - - - - -
P. stutzeri B9 - - - - - - - -
B10 - - - - - 11,0+0,1 1,0+0,0
Bl11 - - - - - - 31,0+0,0 20,0+0,1
B12 - - - - - - - -
P. putida BI15 - - - - - - 52,0+0,2 50,0+0,1
B18 - - - - - - 2,0+0,3 1,0+0,0
P. cepecia B13 - - - - - - - -
B14 - - - - - - - -
P. luteola B17 - - - - - - 5,0+0,0 1,0+£0,0

-: Ramnolipid iiretimi belirlenememistir.

Pseudomonas ssp. suglarinda 24 ve 48. saatlerde ramnolipid {iretimi olmadigindan tabloda verilmemistir
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Sekil 4.6. Farkli stirelerde (24, 48, 72 ve 96. saat) 50 mg/mL 2,4-D herbisitini karbon
kaynagi olarak kullanan P. aeruginosa B1 susunun bakteriyal gelisimi ve
ramnolipid tiretimi
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Sekil 4.7. Farkl siirelerde (24, 48, 72 ve 96. saat) % 2’ lik benzini karbon kaynagi
olarak kullanan P. putida B15 susunun bakteriyal gelisimi ve ramnolipid
iretimi
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4.11. Minimal Besiortaminda Pseudomonas aeruginosa B1 Susunun 2,4-D
Herbisitini Biyodegredasyonunun High-Pressure Liquid Kromatografisi

(HPLC) Analizi ile Belirlenmesi

Boliim 4.9’ da segilen P. aeruginosa B1 susunun ortamdaki 2,4-D’ yi karbon kaynagi
olarak kullanip kullanmadigi, belli zaman araliklarinda (24, 48, 72 ve 96. saat) bu
bilesigin miktarindaki azalma ile HPLC analizi yapilarak Boliim 3.2.10° da

anlatildig1 gibi belirlenmistir.

HPLC sonuglarinda kontrole gore 1. giin 50 mg/mL’ lik 2,4-D’ nin miktarinda % 24’
lik bir azalma, 2. giin % 31’ lik azalma, 3. giin % 32’ lik azalma ve 4. giin ise % 33’
lik bir azalma oldugu tespit edilerek % degredasyon oranlar1 Cizelge 4.15° de
verilmistir. P. aeruginosa B1 susunun 50 mg/L’ lik 2,4-D herbisitini belli zaman
araliklarinda (24, 48, 72 ve 96. saat) degredasyon kromotogramlar1 Sekil 4.8-Sekil
4.11° de gosterilmistir.

Cizelge 4.15. P. aeruginosa B1 susunun 50 mg/L’ lik 2,4-D herbisitini belli zaman
araliklarinda ki (24, 48, 72 ve 96. saat) degredasyon orant

Bakteri Substrat Siire Substrat Konsantrasyonu Degradasyon
(Saat) (mg/mL) orani (%)
Tk Son
24 0,0291 0,0221 24
P. aeruginosa  2,4-D 48 0,0264 0,0183 31
Bl 72 0,0279 0,0190 32

96 0,265 0,0179 33
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Sekil 4.8. P. aeruginosa Bl susunun 24. saatte 50 mg/L’ lik 2,4-D herbisitinin degredasyon kromotogrami (Siyah pik: Kontrol:
MSM+2,4-D, Pembe pik: MSM+P. aeruginosa B1+ 2,4-D)



71

1 =
EHESEE RN
?I?,
cstardataimiatamay 1 Seme 18 don 1 5e 18dop2 i 08 2006-1.un File: ¢ stardataimixtamay i Seme 18dot 1 Se 18dop2td. 08 2006%5- 1 .run
100 |z =tardataymixtamayl fome 18\do' Se 18depdiad.08 2006%-1.nn = Channel: 1 = 235.00... nm Results
=] Last recale: 05052006 12:23
T
o
+
(o]
W
75
a0
z
264
0 & (i [
s
Ho 55821 Minutes
Y0472 mAl
gk T T T T 1
4.0 4.8 a.0 a8
Minutes
¥ [ |
Al

Sekil 4.9. P. aeruginosa B1 susunun 48. saatte 50 mg/L’ lik 2,4-D herbisitinin degredasyon kromotogrami (Siyah pik: Kontrol
MSM+2,4-D, Pembe pik: MSM+P. aeruginosa B1+ 2,4-D)
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Sekil 4.10. P. aeruginosa B1 susunun 72. saatte 50 mg/L’ lik 2,4-D herbisitinin degredasyon kromotogrami (Siyah pik: Kontrol
MSM+2,4-D, Pembe pik: MSM+P. aeruginosa B1+ 2,4-D)
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Sekil 4.11. P. aeruginosa B1 susunun 96. saatte 50 mg/L’ lik 2,4-D herbisitinin degredasyon kromotogrami (Siyah pik: Kontrol
MSM+2,4-D, Pembe pik: MSM+P. aeruginosa B1+ 2,4-D)
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4.12. Minimal Besiortaminda 2,4-D Herbisiti, Benzin, BTX Ve Benzende
Yiiksek EPS Ureten Suslarin Urettikleri EPS’ nin Monomer Yapisinin
High-Pressure Liquid Kromatografisi (HPLC) Analizi ile Belirlenmesi

P. aeruginosa B1, P. putida B15, P. stutzeri B11 ve P. fluorescens B5 suslarinin
ortamdaki organik bilesikleri degredasyonu esnasinda {irettikleri EPS’ nin monomer

yapist icin HPLC analizi yapilarak sonuglar Cizelge 4.15” de verilmistir.

2,4-D herbisitinde yiiksek gelisim gosteren ve yiiksek EPS iireten P. aeroginosa Bl
susunun NB besiortaminda % 31 Glikoz, % 69 Gliserol ve 2,4-D+MSM
besiortamlarinda gelistirildiklerinde ise susun seker kompozisyonunda % 70 Gliserol,

% 30 N-Asetil-D-Glikoz Amin igerdigi tespit edilmistir.

Karbon kaynagi olarak benzeni kullanip yiiksek gelisim ve EPS {iretimi gosteren P.
fluorescens B5 susunun NB besiortaminda gelistirildiklerinde susun seker
kompozisyonunda, % 1,9 Glikoz, % 20,4 Arabinoz, % 44,7 Gliserol, % 32,8 Riboz,
% 0,2 Galaktronik asit ve benzen+MSM besiortaminda gelistirildiklerinde ise susun
seker komposizyonunda % 92,2 Gliserol, % 7,7 Riboz, % 0,1 N-Asetil-D-Glikoz

Amin igerdigi belirlenmistir.

BTX’ i karbon kaynag1 olarak kullanip bakteriyal gelisimi yliksek olan ve bu esnada
yuksek miktarda EPS iireten P. stitzeri Bll susunun NB besiortaminda
gelistirildiklerinde susun seker kompozisyonunda, % 98,8 Gliserol, % 0,97 Riboz, %
0,16 Galaktronik Asit, % 0,07 N-Asetil-D-Glikoz Amin ve BTX+MSM
besiortaminda gelistirildiklerinde ise % 98,2 Riboz ve % 1,8 N-Asetil-D-Glikoz

Amin i¢erdigi bulunmustur.

Benzinde yiiksek gelisim gosteren ve yiiksek EPS iireten P. putida B15 susunun NB
besiortaminda gelistirildiklerinde susun seker kompozisyonunda, % 99,9 Gliserol, %
0,1 N-Asetil-D-Galaktoz Amin ve benzintMSM besiortaminda gelistirildiklerinde
ise % 83,6 Gliserol, % 16,3 Galaktronik asit ve % 0,1 N-Asetil-D-Glikoz Amin

icerdigi belirlenmistir.



Cizelge 4.16. Farkli organik kirleticilerde (2,4-D, BTX ve benzen) gelisim gosteren yiiksek EPS {ireten suslarin bu ortamda tiretikleri
EPS’ nin karbohidrat komposizyonu

Monosakkaritler (%)
Suslar Gelisim Siibstratlar Glikoz Ksiloz Galaktoz Ramnoz Mannoz Arabinoz Mannitol Gliserol Riboz Galaktronik N-Asetil-D- N-Asetil-D-
Asit Galaktoz Amin Glikoz Amin
P. aeruginosa Bl NB 31,00 - - - - - - 69,00 - - - -
P. aeruginosa B1 MSM+2,4-D (50 mg/mL) - - - - - - - 70,00 - - - 30,0
P. fluorescens BS NB 1,90 - - - - 20,40 - 44,70 32,80 0,20 - -
P. fluorescens B5 MSM+Benzen (% 1v/v) - - - - - - - 92,20 7,70 - - 0,10
P. stutzeri B11 NB - - - - - - - 98,80 0,97 0,16 - 0,07
P. stutzeri B11 MSM+BTX (% 1 v/v) - - - - - - - - 98,20 - - 1,80
P. putida B15 NB - - - - - - - 99,90 - - 0,10 -
P. putida B15 MSM+Benzin (% 2 v/v) - - - - - - - 83,60 - 16,30 - 0,10

-: Tespit edilemedi
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Sekil 4.12. P. aeruginosa B1 susunun NB besiortaminda iirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogrami (siyah pik: standart; pembe pik:
ornek)
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Sekil 4.13. P. aeruginosa B1 susunun 2,4-D+MSM besiortaminda tirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogramu (siyah pik: standart;
pembe pik: 6rnek)
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Sekil 4.14. P. fluorescens B5 susunun NB besiortaminda tirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogrami
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Sekil 4.15. P. fluorescens BS susunun NB besiortaminda iirettigi EPS’ nin asit analiz kromotogrami (Yesil pik: standart, siyah pik:
ornek)
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Sekil 4.16. P. fluorescens B5 susunun benzen+MSM besiortaminda tirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogrami
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Sekil 4.17. P. fluorescens B5 susunun benzen+MSM besiortaminda iirettigi EPS’ nin asit analiz kromotogrami (siyah pik standart;
pembe pik: 6rnek)
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Sekil 4.18. P. stutzeri B11 susunun NB besiortaminda tirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogrami
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Sekil 4.19. P. stutzeri B11 susunun NB besiortaminda tirettigi EPS’ nin asit analiz kromotogramu (siyah pik: standart, yesil pik: 6rnek)
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Sekil 4.20. P. stutzeri B11 susunun BTX+MSM besiortaminda iirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogrami
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Sekil 4.21. P. stutzeri B11 susunun BTX+MSM besiortaminda tirettigi EPS’ nin asit analiz kromotogrami (siyah pik: standart, pembe
pik: 6rnek)
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Sekil 4.22. P. putida B15 susunun NB besiortaminda tirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogrami
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Sekil 4.23. P. putida B15 susunun NB besiortaminda tirettigi EPS’ nin asit analiz kromotogrami (pembe pik: standart, siyah pik: 6rnek)
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Sekil 4.24. P. putida B15 susunun benzint+MSM besiortaminda iirettigi EPS’ nin seker analiz kromotogrami
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Sekil 4.25. P. putida B15 susunun benzin+MSM besiortaminda iirettigi EPS’ nin asit analiz kromotogrami (yesil pik: standart, siyah pik:
ornek)
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Sekil 4.26. P. putida B15 susunun benzin+MSM besiortaminda iirettigi EPS’ nin asit analiz kromotogrami (Pembe pik: standart, siyah
pik: 6rnek)
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5. SONUC VE ONERILER

Pseudomonas cinsi bakteriler, toprak, su, kanalizasyon, memeli bagirsaklar1 ve bazi
bitkiler gibi ¢ok genis bir yayilis alanina sahip olan ve farkli ortamlardan kolayca
izole edilebilen gram negatif, basil mikroorganizmalardir [10, 11]. Calismada atik su
ve toprak orneklerinden izole edilen toplam 20 adet Pseudomonas cinsine ait suslar

kullanilmistir.

Pseudomonas cinsi bakterilerin bazi metabolitler (ekzopolisakkarit, piyosiyanin ve
ramnolipid) irettigi ve bu bakterilerin kirli alanlarda canli kalabilme sansinin
tamamen Urettikleri ikincil metabolitlere bagli oldugu bildirilmistir [15, 16, 72, 121].
Endiistriyel amaclh kullanilan bakterilerde aranan 6nemli 6zelliklerden biri yiiksek
ikincil metabolit tiretimidir [22]. Pseudomonas tirlerinin pigment liretimleri, ¢esitli
endiistriyel alanlarda kullanilan ikincil bir metabolit olarak bildirilmistir [2, 15].
Pigmentlerin, Pseudomonas spp. tarafindan koloniler etrafinda kiiltiir besiyeri
icerisine salinarak tiretildigi, onlara secici bir 6zellik kazandirdigi ve bakteriyolojik

tanida 6nemlidir [21].

Bu arastirma da Pseudomonas spp. suslarimin farkli besiortamlarinda tiire has
pigment olusumlart belirlenmistir. Cesitli kaynaklara gore P. aeruginosa tiirlerinin
piyosiyanin pigmenti [7], P. fluorecens tiirlerinin fluorescens pigmenti [27], P.
putida tiirlerinin piyoverdin pigmenti [10, 21], P. cepecia tiirlerinin sari-yesil renkte
[10, 23] ve P. luteola tiirlerinin sarimtirak renkte pigment [122] olusturduklari, P.
stutzeri tlirlerinin ise pigment olusturmadiklar1 belirtilmistir [21]. Yapilan ¢alismada
denemelerde kullanilan suslardan P. aeruginosa Bl, B2, B3, Bl16, B19, B20
suslarinin plaklarda mavi-yesil renkte piyosiyanin, P. fluorescens B4, B5, B6, B7
suslarinin sari-yesil renkte fluoresens, P. cepecia B13, B14 suglarinin ise sariyesil
renkte pigment olusturduklan, P. putida B12, B15, B18, P. stutzeri BS, B9, B10,
B11 ve P. luteola B17 suslarinin ise plakta sarimtirak koloniler olusturmalar1 sebebi
ile P. putida, P. stutzeri ve P. luteola suslarinda pigment olusumunun gozlenmedigi
ifade edilmistir (Cizelge 4.1). Yukaridaki kaynaklara ile mukayese edildiginde, P.
putida’ ya ait suslarinin (B12, B15 ve B18) piyoverdin, P. luteola’ ya ait susun (B17)
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sarimtirak bir pigment olusturdugu, P. stutzeri (B8, B9, B10, B11) suslarinin ise
pigment olusturmadig1 sdylenebilir. Diger yandan bu c¢alismada suslarin kullanilan 6
farklt besiortami (Pseudomonas Agar Gliserollii, Pseudomonas Agar, King’s B,
Muller Hinton Agar, Pseudomonas Agar- P, Pseudomonas Agar Base CN Selective
Supplement) igerisinde en 1iyi Pseudomonas Agar Base CN Supplement
besiortaminda pigmentasyon gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Baz
aragtiricilara gore, pigment iretiminin artmasinda pepton, mineraller ve cesitli
iyonlar1 igeren besiyeri komposizyonunun rol oynadigi oOzellikle magnezyum,
potasyum, fosfat ve siilfatlarin besiyerinin igerigine katildiginda pigment iiretimini
artirdigr belirtilmistir [122, 123, 124]. Kodaka ve ark. (2003) P. aeruginosa’ nin
pigment {iretiminin artirilmasina yoOnelik farkli besiyerleri denemisler ve
kullandiklar1 bu besiyerlerinde en iyi pigmentasyonun setrimit, kanamisin ve
nalidiksik asit i¢eren yeni bir agar (CKNA) besiortaminda gézlemlemislerdir [125].
Caligmada Pseudomonas Agar Base CN Supplement besiortaminin Pseudomonas
spp. suslarinin pigment olusumlarini diger besiortamlarina gore daha fazla stimiile
etmesinin igeriginde bulunan potasyum siilfat, magnezyum kloriir, setrimit ve

sodyum nalidiksik asit gibi maddelerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Son yillarda, siirekli olarak, etki alani genis ve giiglii antibiyotikler lireten, yeni
mikroorganizma tiplerinin arastirilmasi 6nem kazanmistir [16]. Bu nedenle,
fluoresens Pseudomonas spp.” ler tarafindan dretilen pigmentlerin antibiyotik
aktiviteleri arastirllmistir. Pseudomonas spp.’ lerden antibiyotiklerin pratik kullanimi
ilk olarak enzimatik aktivite gosteren Piyosiyanaz olarak isimlendirilen bir ilacin
varligiyla bildirilmistir. Bu ila¢ diftera, influenza ve menenjit tedavisinde
kullanilmistir. Fakat bugiin klinik kullanimi birakilmistir. Pseudomonas spp.’ lerden
elde edilen antimikrobiyal maddelerin sadece iki tanesi tibbi olarak faydali bulunarak
(piyosiyanin ve piyrolnitrin) ticari olarak iiretilmektedir [25]. Bu amagcla son yillarda
Pseudomonas spp.’ lerden piyosiyanin iiretimi bir ¢ok arastiricinin ilgisini ¢ekmekte
ve bu ¢alismalar fluoresens Pseudomonas spp.’ lerin temsilcilerinden ozellikle de
besiyeri igerisinde mavi-yesil piyosiyanin pigmentini lireten P. aeruginosa ile
yiriitiilmektedir [22]. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan Pseudomonas spp. suslari

arasindan sadece P. aeruginosa suslarmin irettikleri, endiistriyel acidan Onemli
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ikincil bir metabolit olan piyosiyanin pigmenti iiretim kapasiteleri arastirilmis ve
suslarinin piyosiyanin iiretim miktarlarinin spektrofotometrik olarak 10,10-2,11
pg/mL arasinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Essar ve ark. (1990) P.
aeruginosa PAOl ve bu susun mutantlarinda piyosiyanin  iiretimini
spektrofotometrik  olarak belirlemislerdir. Kiiltiirlerin  piyosiyanin  miktarini
mililitrede mikrogram olarak bildirmisler ve buna gbre bu suslarin piyosiyanin
miktarini P. aeruginosa PAO1 6,30 ng/mL, P. aeruginosa PADE E1 5,44 pg/mL, P.
aeruginosa PADE A47 2,13 ug/mL, P. aeruginosa PADE A48 1,45 pg/mL ve P.
aeruginosa PADE A47E1 0,02 pg/mL olarak bulmuslardir [7]. Bu arastirma ile
mukayese edildiginde calismada ki suslarin piyosiyanin iiretimlerinin daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir.

Biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli olabilecek bu metabolitin yam1 sira, son
yillarda mikrobiyal ekzopolisakkaritlerde bir ¢ok alanda kullanilmaktadir.
Mikrobiyal ekzopolisakkaritler, gida ve ilag endiistrisinde ve mikrobiyolojik
besiyerlerini katilastirmak igin ticari hale getirilmislerdir. Ticari mikrobiyal liretim
i¢cin sadece birkag polisakkarit yogun olarak ¢alisilmistir: Leuconostoc sp. tarafindan
tiretilen dekstran, Xanthomonas compestris ° den ksantan gum, Azotobacter
vinelandii ve Pseudomonas spp. tarafindan iretilen alginik asit’ dir [56]. Toprak,
deniz, tatl su gibi farkli ¢evresel orneklerden izole edilen, Pseudomanas spp.’ lerin
EPS direttikleri bilinmektedir [37]. Bu bakimdan son yillarda biyoteknolojide genis
uygulama alanlarina sahip olan EPS {iretimi [51] bir ¢ok arastiricinin dikkatini
cekmistir. Fett ve ark. (1995) P. fluorescens ve P. putida suslarinda EPS {iretimini
stirastyla 30-79 mg/L ve 25-58 mg/L olarak bildirmislerdir [126]. Bu arastirma ile
karsilastirdigimiz zaman c¢alismada kullanilan P. fluorescens suslarinin EPS
tiretimlerinin diigiik (45-67 mg/L), P. putida suslarinin ise EPS tiretimlerinin (37-67
mg/L) yiiksek oldugu belirlenmistir. Osman ve ark. (1986) karbon kaynagi olarak
siikroz igeren yar1 sentetik besiyerinde P. syringae 2159 ve K1 suslar1 tarafindan EPS
tiretim miktarlarini sirastyla 287 ve 80 mg/L olarak bulmuslardir [127]. Bu kaynak
ile calismada ki diger suslarin EPS iiretimlerini kiyasladigimizda, Pseudomonas spp.
suslarin iirettigi EPS tiretimlerinin daha diisiik (22-75 mg/L) oldugu belirlenmistir.

Besiyerinin kompozisyonu (karbon ve nitrojen kaynaklar1) ve inkiibasyon sartlari
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(sicaklik, pH, zaman) gibi bir ¢ok faktoriin, EPS iiretimini ve 6zelliklerini etkiledigi
bilinmektedir (128-130). Bu kaynaktaki EPS iiretiminin caligmadaki suslarin
tirettikleri EPS miktarindan fazla olmasinin sebebinin besiyeri komposizyonu, pH,

sicaklik gibi bir takim faktorlere bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Pseudomonas cinsi bakterilerin iirettigi bir diger ikincil metabolit olan ramnolipidler
de biyoteknolojik acidan 6nemli bir ¢cok alanda (gida sanayi, tip, kozmetik, cevre
teknolojileri, tarim gibi) kullanilmaktadir. Ramnolipid biyosiirfektanlar1 hiicre
duvarmin yapisinda bulunduklar1 zaman hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik
ylizeye penetrasyonunu kolaylastirmalari, ektraselular olarak salindiklarinda ise
hidrokarbonlu bilesikleri emiilsifiye etmeleri ile 0&zellikle c¢evre kirliliginin
kontroliinde 6nemli rol alan biyosiirfektanlardir [65]. Mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen biyostirfektanlar bilesiklerin parcalanmasi ve emiilsifikasyonu artirmaya
yardim eder. Biyoemiilsifiyerler ticari olarak petrolle kirlenmis toprak ve sularin
biyoremediasyonunda, petrol iyilesimini artirmaya yonelik, petrolle kirli borularin
temizlenmesi i¢in kullanilan klorlu ¢oziiciilerin yerine kullanilabilir [66]. Sidal ve
ark. (2000) zeytinyag fabrikasindan izole ettikleri 8 adet Pseudomonas sp. suslarinin
ramnolipid iiretimlerinin 423-460 mg/L arasinda oldugunu tespit etmislerdir [131].
Arastirmada Pseudomonas spp. suslarinin ramnolipid iiretimlerinin 219-521 mg/L
arasinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Sidal ve ark. (2000) yapmis oldugu
calisma ile arastirmadaki suslar mukayese edildiginde, P. aeruginosa B19 (521
mg/L), P. aeruginosa B20 (467 mg/L) ve P. cepecia B13 (474 mg/L) suslarin
ramnolipid lretimlerinin yiiksek oldugu, diger suslarin ise ramnolipid {iretimlerinin
diisiik oldugu sdylenebilir. Yiiksek ramnolipid iireten P. aeruginosa B19 (521 mg/L),
P. aeruginosa B20 (467 mg/L) suslarinin piyosiyanin tiretimlerinin de yiiksek oldugu
(strastyla 10,10 pg/mL ve 9,81 pg/mL), ramnolipid iiretimi diisiik olan P. aeruginosa
B16 susunun (347 mg/mL) piyosiyanin lretimin de (2,11 pg/mL) diisiik oldugu
dikkati ¢ekmektedir (Cizelge 4.2, Cizelge 4.4). Calisma da Person’s korelasyon
testine gore P. aeruginosa suslarinin piyosiyanin iretim miktar1 ile ramnolipid
tiretimleri arasinda bir ilisi olup olmadig arastirilmis ve p=0,823 bulunmustur. Bu
degere gbre piyosiyanin iiretim miktar1 ve ramnolipid iiretiminin arasindaki iliskinin

a= 0.05 diizeyinde 6nemli oldugu anlasilmistir (Cizelge 4.5). Literatiir arastirmalari
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sonucunda P. aeruginosa suslarinin piyosiyanin iretimleri ve ramnolipid

tiretimlerinin arasinda herhangi bir iliskiye rastlanilmamistir.

Pseudomonas cinsi bakterilerin 6zellikle ¢evre kirliligi bakimindan ciddi risk teskil
eden kirletici faktorleri 6nemli oranda degredasyon ozelligi gostermesi ve ozellikle
toprakta yaygin olarak bulunmast bu bakterilerin topragin dogal yolla
temizlenmesinde de rol almasi ¢evre biyoteknolojisine yonelik aragtirmalarda tercih
edilme sebeplerinden biridir. Ancak bunun yani sira bu 6zelliginden yararlanarak
biyoteknolojik 6nemi olan metabolitlerin iiretiminde de biyoteknoloji alanindaki
arastirmalara yeni bir boyut getirecegi diisiiniilmektedir. Calismada 6nemli olgiide
cevre kirliligine yol acan, tarimda ve petrol endiistrilerinde siklikla kullanilan, benzin
ve diger yakitlarda bulunan, ¢evrede kalici, ayn1 zamanda hareketli olan, karasal ve
deniz ekosisteminde biriken, ¢ok kiiclik derisimlerinde bile kanserojen olan [132,
133] organik bilesiklerin (2,4-D, Benzin, BTX ve Benzen), organik kirleticilerle
(petrol ve tiirevleri, herbisitler, pestisitler v.s.) kirlenmis alanlarin mikrobiyolojik
biyodegradasyonunda 6zellikle tercih edilen [96, 134-136] Pseudomonas spp. suslari
ile biyodegredasyonu ve kirlilik yaratan bilesiklerin biyodegredasyonu esnasinda bu
suslarin irettikleri bazi ikincil metabolitler (EPS, piyosiyanin ve ramnolipid) [16]

arastirilmustir.

Modern diinyada endiistriyel kimyasallarla toprak ve sularin kirlenmesi sikinti verici
ciddi bir problem haline gelmistir. Organik kirleticiler, su ve karasal ekosistemlerin
biiytlik bir kisminda goriilen ¢evresel kirleticilerdir ve insanlar tarafindan iiretilen bu
organik bilesiklerin bir ¢ogu ¢evrede ciddi saglik problemlerine yol agmaktadir. Bu
toksik  organik kirleticilerin  ortadan  kaldirilmast  i¢in  biyoremediasyon
teknolojilerinin kullanim1 ise klasik fiziksel ve kimyasal metotlara gilivenilir ve

ekonomik bir alternatif saglamaktadir [137, 138].

Tarim ve endistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilan organik kimyasallarin
canlilar {lizerine toksik stresi hakkinda tatmin edici bilgiler mevcut degildir. Bu
amagla, son yillarda su ve karasal alanlardaki canlilar iizerine toksik testler

yapilmaktadir. Boylece bu testler, toksik bilesiklerin canlilar {izerine yaptig1 etkiyi
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belirlemeye yonelik 6n aragtirmalar igin tavsiye edilmektedir [139]. Bu calismada,
denemelerde kullanilan suslar {izerine organik kirleticilerin (2,4-D, Benzin, BTX ve
Benzen) etkileri Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degerleri ile
belirlenmistir. Arastirmada kullanilan farkli organik bilesiklerin suslari inhibe ettigi
konsantrasyonlar tespit edilmis ve bu bilesiklerin Pseudomonas spp. suslari iizerine
degisik derecelerde etkili oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.6). Genel olarak sonuglara
baktigimizda, calismada kullanilan organik bilesiklerden BTX ve benzinin
denemelerde kullanilan suglar iizerine benzen ve 2,4-D’ ye gore daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Bu yiizden calismada benzen ve 2,4-D’ ye direngli olan suglarin bu
bilesikleri, BTX ve benzine gore degredasyon kabiliyetininin de daha ¢ok olacagi ve
bu bakimdan suslarin 2,4-D herbisiti ve benzen hidrokorbonlariyla kirli dogal
cevrelerde bulunan diger mikroorganizmalara oranla daha istiin olabilecegi
sOylenebilir. Bunun yani sira kirletici organik bilesiklerin calismada kullanilan
bakteriler iizerine MIK' leri tespit edilerek denemelerde kullanilacak uygun
konsantrasyonlarin belirlenmesi diisiiniilmiistiir. Babu ve ark. (1995) endiistriyel
atiklardan izole ettikleri P. marginalis’ in organik nitriller ve amidlerin degradasyon
kapasitesini arastirarak, P. marginalis igin farkli nitriller ve amitlerin minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerini 5-300 mM arasinda bulmuslardir. Bu
bakterinin yiiksek molekiiler agirlikli nitril bilesiklerine diren¢li oldugunu ve bu

bilesikleri degrede edebilecegini bildirmislerdir [ 140].

Herbisitler gibi klorlu organik kimyasallarin biiyiik bir kismi tarimsal alanlarda
kullanilmaktadir. Son 50 yildir zirai alanda yaygin bir kullanim alanina sahip olan
2,4-D rekalsitrant bir bilesik olmasina karsin, toprak mikroorganizmalar: tarafindan
ozellikle de Pseudomonas spp.’ lar tarafindan pargalanma egiliminde olan kirletici

bir ajandir [135, 141, 142].

Atlas, (1981) Pseudomonas cinsi iiyelerinin organik bilesikleri degrede
edebildiklerini, organik bilesiklerin maksimum biyodegredasyonunda saf kiiltiirden
ziyade karigik kiiltiirlerde etkili oldugunu, ayrica pH (7,0-7,5) ve sicakligin (30-37
°C) biyodegredasyonda onemli oldugunu bildirmistir [143]. Cesitli calismalarda,

karbon ve enerji kaynagi olarak zararli bilesikleri kullanan mikroorganizmalarin
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mikrobiyal degredasyonunda, minimum degerlerde ¢inko, kalsiyum, manganez,
magnezyum, demir, sodyum ve siilfiirlin yanisira nitrojen, fosfor ve potasyumun
bulundugu ortamlarda da optimum mikrobiyolojik biiyiimenin gerc¢eklestigi
bildirilmistir [77]. Bu ¢alismada karbon ve enerji kaynagi olarak g¢esitli
konsantrayonlarda kullanilan organik kirleticilerin (2,4-D, benzin, BTX ve benzen)
saf Pseudomonas spp. kiiltiirleri tarafindan biyodegredasyon denemeleri, suslarin
ihtiya¢c duydugu nitrojen, siilflir ve eser elementleri (¢inko, demir, manganez gibi)
iceren Mineral Salt Media (MSM) besiortami kullanilarak, sabit sicaklik ve sabit
kanistirma hizindaki (pH 7,0+£0,2 ve 37 °C’ de 100 rpm) orbital galkalayicida
gergeklestirilmistir. Bu denemede gelisim gdsteren suslar, gelistirildikleri MSM
besiyerindeki karbon kaynagi olarak ilave edilmis olan organik kirleticiyi
kullanabildigi diisiiniilmiis ve buna gore iyi gelisim gdsteren suslar bir sonraki
denemeler i¢in bu 6zelligi esas alinarak sec¢ilmistir. Ayni sekilde arastiric1 Soulas
(1982)’ de 2,4-D degradasyonunun mikrobiyal aktivitenin bir sonucu oldugunu, onun
miktar1 ile mikrobiyal gelisme ve biyomas degisimleri arasinda bir iliski oldugunu
belirtmistir [144]. Cullimore (1981) 2,4-D’ nin yikimini belirleyen en 6nemli
faktorlerin mikroorganizma yogunlugu ve 2,4-D’ yi metabolize edecek enzim

sistemlerinin varligini bildirmistir [145].

2,4-D herbisitinin degradasyonunun kantitatif tayinine dair yapilan bir ¢ok ¢aligmada
UV spektrofotometrik 6lgiimleri ve High-Pressure Liquid Kromatografisi (HPLC)
kullanilmigtir [120, 146]. Oh ve Tuovinen (1990) topraktan elde ettikleri karigik bir
bakteri kiiltiirii kullanarak MSM besiyerinde 2,4-D degradasyonu tizerinde durmuslar
ve kalan 2,4-D miktarim1 HPLC ve UV spektrofotemetresi yoOntemleri ile
belirlemislerdir. 2,4-D’ yi tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen tim
bakteri izolatlarinin Gram (-) basiller oldugu goriilmiistiir. Ayrica 2,4-D’ ye ek olarak
diger bir karbon kaynaginin da kullanilip kullanilmadigi denenmis ve bunun icin
ortama glikoz (500-1000 mg/L) eklenmistir. Test ortaminda, bakteri kiiltiiriiniin
bliylimesi spektrofotometrede 550 nm’ de absorbans degerleri okunarak
belirlenmistir. Ortamda glikoz varliginda degradasyon oraninda bir artis gériilmedigi
halde daha hizl1 ve zengin bir biiylime goriilmiistiir. Ancak, glikoz icermeyen mineral

tuz ortaminda 2,4-D degradasyonu ¢ok daha kisa silirede tamamlanmistir [120].
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Khalil (2003) topraktan 2,4-D herbisitini degrede eden 7 adet bakteri izole etmistir.
Bu bakteriler arasinda minimal besiortaminda 2,4-D’ yi en iyi degrede eden
bakterinin en muhtemel sayim yontemi (MPN=most possible number) ile P. putida
oldugunu ve bu bakterinin minimal besiortaminda pH 6,5 ve 30 °C’ de 2,4-D’ yi
biyodegradasyonunu HPLC analizi ile belirlemistir. P. putida’ nin 500 ppm’ lik 2,4-
D’ yi 45 saat iginde tamamiyla degrede ettigini bildirmistir [135].

Arastirmada kullanilan 2,4-D herbisitinin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilip
kullanilmadig1, ortamdaki Pseudomonas spp. suslarinin zamana gore (24, 48 72 ve
96 saat) hiicre yogunlugunun artis1 ile, spektrofotometrik (600 nm) olarak
belirlenmistir. Pseudomonas spp. suslarinin 2,4-D herbisitindeki gelisim durumlari
bir haftaya kadar denenmis fakat bir degisiklik gézlenemedigi i¢in ilk dort gilinliik
bakteriyal gelisimleri esas alinarak degerlendirilmistir. Tek karbon ve enerji kaynagi
olarak 2,4-D herbisiti bulunan MSM besiortaminda dort giin spektrofotometrik (600
nm) olarak belirlenen canli mikroorganizma sayisinda artis saptanan suslar
degredasyon yetenegine sahip mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Bu amagla
2,4-D herbisitinde en iyi gelisen susun P. aeruginosa B1 oldugu spektrofotometrik
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Calismada UV spektrofotometrik dl¢iimlerin
sonucunda 2,4-D’ de en iyi gelisen P. aeruginosa B1 susunun ortamdaki 2,4-D’ yi
karbon kaynagi olarak kullanip kullanmadigi, zamana karst bu bilesigin
miktarlarindaki azalma HPLC analizi ile belirlenmistir. Buna gore P. aeruginosa B1
susunun 50 ppm’ lik 2,4-D’ yi 24. saatte % 24’ linii, 48. saatte % 31 ini, 72. saatte %
32’ sini ve 96. saatte ise % 33’ iinii degrede ettigi tespit edilmistir (Cizelge 4.15).
2,4-D herbisitini karbon kaynagi olarak kullanabilen P. aeruginosa Bl susunun
spektrofotometrik Slglimlerinde gelisimin 24. saatte gerceklestigi sonra sabit kaldig,
2,4-D’ nin tamamini par¢alayamadigi i¢in gelisimininde ¢ok yiiksek olmadigi HPLC
sonuclarint dogrulamaktadir. Musarrat ve ark. (2000), topraktan izole ettikleri P.
aeruginosa NJ 10 ve NJ 15 suslarmmin 2,4-D’ yi degradasyon yeteneklerini
arastirmiglardir. Bu amacgla, MSM besiortaminda 2,4-D’ de suglarin gelisimini 600
nm’ de spektrofotometrik olarak belirlemislerdir. HPLC analizi ile, bu iki susun 2,4-
D’ yi 20 giinde % 96,6 ve 99,8 oraninda degrede ettigini, bakteri gelisimiyle orantili

oldugunu ve bu suslarin degredasyonda kullanilabilecegini bildirmislerdir [147].



99

Calismada, P. aeruginosa B1 susu, toprakta uzun siire bozunmadan kalabilen ve
canlilar iizerine toksik etkilere sahip olan 2,4-D herbisitini 96 saat gibi kisa bir
stirede % 33’ iinii degrede ederken, Musarrat ve ark. (2000) topraktan izole ettikleri
P. aeruginosa NJ 10 ve NJ 15 suslarinin 2,4-D’ yi 20 giin gibi uzun bir siirede %
96,6 ve 99,8 oraninda degrede ettigi goriilmektedir [147]. Bu bakimdan, P.
aeruginosa Bl susunun 2,4-D herbisitinin yarattig1 kirliliginin giderilmesinde

(biyoremediasyonunda) kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan calismada 2,4-D° yi karbon kaynagi olarak kullanip degrede eden
Pseudomonas spp. suslarinin piyosiyanin {retimleri arastirilmis ve en yliksek
piyosiyanin iretiminin 72. saatte P. aeruginosa Bl (4,1 pg/mL) susu tarafindan
bakteriyal gelisimin durgun fazinda gerceklestigi tespit edilmistir (Cizelge 4.9,
Cizelge 4.10, Sekil 4.1). Pseudomonas spp. suslarinin 2,4-D’ yi karbon kaynagi
olarak kullanip degredasyonu esnasinda piyosiyanin iiretimi ile ilgili herhangi bir

literatiir bilgisine rastlanilmamustir.

Son yillardaki ¢alismalarda EPS-ilireten bakteriler tarafindan ¢evreden tarimla ilgili
kimyasallar (herbisit) ve metaller gibi farkli organik kirleticilerin ortadan
kaldirilmasinda EPS fireten bakterilerin ¢evreden besin biriktirme 6zellikleri oldugu
bulunmustur [148]. Wolfaardt ve ark., (1994) yaptiklar1 ¢aligmada biofilm olusturan
mikroorganizmalarin, klorlu bir herbisit olan 2,4-D (2,4-diklorofenoksi)’ yi
ekzopolimerleriyle absorbe ederek biriktirdiklerini [149], ve alman bu 2,4-D
(diclofob)’ yi, besine ihtiya¢c duyuldugu durumlarda metabolize ettiklerini
bildirmislerdir [150]. Calismada minimal besiortaminda karbon kaynag: olarak 2,4-
D’ yi kullanan Pseudomonas spp. suslarinin belli zaman araliklarinda (24, 48, 72 ve
96. saat) EPS firetimleri arastirilmis ve en yiiksek EPS iiretimlerinin 72. saatte P.
aeruginosa B1 (40 mg/L) susu tarafindan, bakteriyal gelisimlerinin durgun fazinda
olustugu tespit edilmistir. Calismadaki Pseudomonas spp. suslarinin 2,4-D’ deki
bakteriyal gelisimi ve EPS iiretimi arasindaki iligki Pearson’s korelasyonuna gore
belirlenmistir. Pseudomonas spp. suslarinin 2,4-D herbisitinde 24, 48 ve 72. saatlerde
bakteriyal gelisim ve EPS iiretimi arasinda a= 0,01 anlamlilik diizeyinde pozitif bir

korelasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13).
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Nichols ve ark. (2005)’ larmin yaptiklarnt ¢alismada soguk deniz izolati
Pseudoalteromonas CAMO025’ in yiiksek tuzlu ve diisiik sicakliklar gibi ekstrem
kosullarda ekzopolisakkarit {iireterek c¢evredeki strese karst bu bakterileri
korudugunu, EPS iiretiminin besiortami komposizyonu, pH, sicaklik ve bakteriyal
gelisim ile etkilendigini, EPS {iretiminin bakteriyal gelisimin durgun fazinda
gerceklestigini ve karbon kaynaklarina bagli olarak EPS’ nin miktar1 ve monomer
yapisindaki farkliligi vurgulamiglardir [151]. Nichols ve ark. (2005)° larinin
yaptiklar1 aragtirmaya benzer olarak, ¢alismada 2,4-D herbisitinde yiiksek gelisim
gosteren ve yiiksek EPS iireten P. aeroginosa Bl susunun farkli karbon
kaynaklarinda (nurtient broth ve 2,4-D+MSM besiortamlarinda) tirettikleri EPS’ nin
monomer analizlerinin farkli oldugu ve bu susun NB besiortaminda ki seker
kompozisyonunun % 31 glikoz, % 69 gliserol ve 2,4-D+MSM besiortaminda ki
seker kompozisyonunun ise % 70 gliserol, % 30 N-Asetil-D-Glikoz Amin icerdigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.16).

2,4-D  herbisitini  kullanabilen Pseudomonas spp. suslarinin  belli zaman
araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96. saat) degredasyonu esnasinda en yiiksek ramnolipid
biyosiirfektan iiretimi P. aeruginosa Bl (45 mg/L) susu tarafindan 72. saatte
bakteriyal gelisimin durgun fazinda olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.6). Bu susun
2,4-D herbisitinindeki bakteri iiremesi ve biyosiirfektan sentezi paralellik
gostermektedir. Pseudomonas spp. suslarinin 2,4-D’ yi karbon kaynagi olarak
kullanip degredasyonu esnasinda ramnolipid iiretimi ile ilgili herhangi bir literatiir

bilgisine rastlanilmamustir.

Glinlimiizde tarimsal alanlarda goriilen herbisit kirliliginin yani sira otomobil
kullaniminin artmasina paralel olarak benzin ve dizel istasyonlarinin sayisi da
artmaktadir. Boyle istasyonlarda ki fuel oil, transfer ve servis islemleri esnasinda
meydana gelen dokiilmelerle tehlikeli atiklar olarak degerlendirilmektedir. Bu
tesadiifi dokiilmeler, topraktaki hidrokarbonlar1 kullanabilen mikroorganizmalarin
sayisinin artmasina neden oldugu, mikroorganizma sayisinda ki bu c¢ogalma veya

azalmanin belirli ekosistemlerde ki mikrobiyal kominitenin icerisinde mevcut olan
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mikroorganizma tiirine ve kirlilik  yaratan  hidrokarbonlarin  kimyasal

komposizyonuna bagli oldugu bildirilmistir [152].

Rahman ve ark. (2002) bakterilerin benzin ve dizel istasyonlarindaki topraklarda
bulunan c¢esitli mikroorganizmalari izole etmisler, bu bakterilerin farkli zamanlarda
ham petrolde ki bakteriyal gelisimlerini mikrobiyal sayim yontemi ile, degredasyonu
ise ham petrolin ilk ve son konsantrasyonlar1 arasindaki farka gore
spektrofotometrik olarak belirlemisler ve izole ettikleri tlirler arasinda Pseudomonas

spp.’ lerinin dominant mikroorganizmalar oldugunu bildirmislerdir [153].

Marchal ve ark. (2003) benzin ve dizel gibi fuel’ lerin atik sulardan izole ettikleri
aerobik mikrofloray1 kullanarak biyolojik degradasyonunu belirlemislerdir. Benzin
% 96 oraninda degrede olurken, dizelin degradasyonunun % 60-73 arasinda
oldugunu tespit etmislerdir [154]. Ridgway ve ark. (1990) yer alt1 sularindan izole
edilen 121 adet bakteri suslar1 arasinda, P. putida (% 18,4), P. alcaligenes (% 1,6) ve
P. cepecia (% 0,41)’ nin karbon ve enerji kaynagi olarak benzini kullanabildiklerini
belirtmislerdir [155]. Cunha ve Leite (2000) farkli toprak mikroorganizmalariyla
benzinin degradasyonunu aragtirmiglardir. 30 °C’ de 150 rpm, % 1 benzinle inkiibe
edilen suslarin canli hiicre sayist nutrient agarda dokme plak yontemiyle 0 ve 72.
saatlerde belirlemislerdir. Benzin ve iceriginde bulunan BTX’ in degredasyonunu en
iyi P. putida, P. cepecia ve P. alcaligenes tiirleri tarafindan gergeklestigini
bildirmislerdir [156]. Bu c¢alismada, 37 °C’ de 100 rpm, % 2 benzinle ve % 1 BTX’
in degredasyonu spektrofotometrik olarak belirlenmis ve en iyi bakteri gelisiminin
benzinde P. putida B15 (96. saat) ve BTX’ de P. stutzeri B11 (48. saat) suslari
tarafindan gerceklestigi tespit edilmistir.

Benzinin igerisinde de bulunan ve toksik, kanserojen ve tehlikeli bilesikler iceren
aromatik hidrokarbonlar, kontamine olmus toprak ve yeralt1 sularinda bulunmaktadir.
Bu  bilesikler, dogal ¢evrelerde bulunan  hidrokarbon-degrede  eden
mikroorganizmalar tarafindan degistirilebilir [157]. Endiistriyel alanlarda yiiksek
miktarlarda iiretilen ve fueloiller, plastikler, sentetik fiberler ve pestisitlerin tiretimi

icin baslatict materyaller ve ¢oziiciiler olarak kullanilmakta olan benzen, toluen ve
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ksilen gibi monoaromatik hidrokarbonlar biyodegredasyon calismalarinda tercih
edilen hidrokarbonlardir [156]. Monoaromatik hidrokarbonlardan, benzen, toluen ve
ksilen (BTX) yaygin olarak petrol iiriinlerinden serbest kaldigi diisiiniilen yer alt1
suyu kirleticileridir. BTX’ in ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin bile kanserojenik
oldugu bilinmektedir. Buna ilaveten bu bilesikler EPA (Environmental Pollution
Agency) tarafindan 6ncelikli ¢evresel kirleticiler olarak siniflandirilmaktadir. BTX
bilesiklerinin diger petrol hidrokarbonlarina nazaran suda ki yiiksek ¢oziiniirliikleri
ile kirletici kaynaklardan metrelerce asagilara inerek yer altt sularyla tasiiyor
olmas1 sebebiyle kirli alanlardan bu oncii kirleticileri ortadan kaldirmak i¢in dogal
biyodegredasyon yontemlerinin ilgi ¢ektigi diisiintilmektedir. Bazi ¢aligmalar BTX’
in aerobik ve anaerobik biyodegredasyonunu arastirmak icin yapilmaktadir. Bu
calismalarin bir kismi BTX bilesenlerinin saf veya karisik kiiltiirlerle aerobik

degredasyonuna odaklanmigtir [158].

Calismada aerobik sartlar altinda Pseudomonas suslarinin ortamdaki benzini belli
zaman araliklarinda (24, 48 72 ve 96 saat) karbon kaynagi olarak kullanmasi
spektrofotometrik (600 nm) olarak belirlenmistir. Bu amagla Pseudomonas spp.
suslar arasindan benzini karbon kaynagi olarak en iyi kullanip gelisen suslarin 96.
saatte P. putida B15 ve P. aeruginosa B3 suslar1 oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.8).
Bu nedenle mikrorganizmanin benzini karbon kaynagi olarak kullandig1 ortamdaki
iyi gelisimi esas alinarak, benzini en iyi degrede eden suslarin bu iki sus oldugu ve
bu iki susun benzin kirliliginin  biyoremediasyonunda kulanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger yandan spektrofotometrik Olgiimler sonucunda benzinin
calismada kullanilan genellikle biitiin suslar tarafindan diger organik bilesiklere

oranla (2,4-D, BTX ve benzene) daha yavas ve daha az degrede oldugu soylenebilir.

Bu c¢aligmada benzinin yani sira, kirleticilik bakimindan g¢evredeki 6nemi yiiksek
olan benzen ve benzen tiirevlerinden (benzen, toluen ve ksilen) olusan BTX karigimi
(1:1) kullanilarak saf Pseudomonas spp. kiiltiirleriyle aerobik biyodegredasyonu
aragtirillmistir. Arafa (2003) Suudi Arabistan’ da hidrokarbonla kirli topraklardan
izole ettigi karisik kiiltiirlerin BTX degredasyonunu arastirmistir. Karisik bakteri

kiiltiiriiniin BTX” 1 tamamen degrede ettigini ve bu karigik kiiltlirlin aromatik
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hidrokarbon (BTX) kirliliginin biyoremediasyonuna oOnemli derecede katkida
bulunacagini bildirmistir [159]. Calismada, benzende en iyi gelisimin 72.saatte P.
fluorescens B5 susu tarafindan, BTX’ de ise en iyi mikroorganizma gelisiminin 48.
saatte P. stutzeri B11 susu tarafindan oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7, Cizelge
4.8).

Yapilan ¢aligmada benzin, BTX ve benzen gibi petrol hidrokarbanlarini karbon
kaynagi olarak kullanip degrede eden Pseudomonas spp. suslarinin piyosiyanin
tiretimleri arastirilmis ve en yiliksek piyosiyanin liretiminin benzinde 96. saatte P.
aeruginosa B3 (0,8 ng/mL), benzende 48. saatte P. aeruginosa B3 (1,3 pg/mL), ve
BTX’ de 48. saatte P. aeruginosa B3 (1,2 pg/mL) suslar tarafindan bakteriyal
gelisimin durgun fazinda gerceklestigi tespit edilmistir (Cizelge 4.9, Cizelge 4.10).
Norman ve ark. (2002) ham petrolde gelisen P. aeruginosa’ nin piyosiyanin
tiretimini arastirmiglardir. Piyosiyaninin, P. aeruginosa’ nin stres kosullarinda
durgun fazda iirettikleri bakterisidal 6zellikler igeren ikincil bir metabolit oldugunu
ve piyosiyanin iiretiminin ham petrolii degredasyon kapasitesine olan pozitif etkisini

bildirmislerdir [16].

Son yillarda yapilan bir ¢ok arastirma, bakteriyal ekzopolimerlerin ve biofilmlerin
petrol hidrokarbonlar: ile kirli alanlarda ki ¢evresel onemine dikkat ¢ekmektedir
[149, 160-162]. Biyoemiilsifiyerlerin ticari olarak potansiyel kullanimi, petrol ile
kirlenmis toprak ve sularin biyoremediasyonunu igerir. Mikroorganizmalar
(Pseudomonas spp., Rhodococcus spp., Acinetobacter spp. gibi) petrol
hidrokarbonlarinda gelistikleri zaman emiilsifiyer iiretirler. Pseudomonas spp.’ ler
tarafindan iiretilen EPS’ lerin yiiksek molekiiler agirlikli emiilsifiyer olarak ticari
kullanimlar1 bildirilmistir [65]. Calismada suslarin ¢evredeki stres kosullarinda
tiretilen ve diger onemli bir metabolit olan EPS {iretimleri belirlenmistir. Geesey ve
ark. (1994) mikroorganizmalarin ham petroliin toksik etkilerinden korunmak icin
EPS olusturduklarini belirtmislerdir [163]. Bazi arastirmacilar toksik maddelere ve
kurumalara kars1 bakterileri koruyan EPS iiretimini topraktan izole ettikleri
Pseudomonas spp.’ lerinde ¢alismislar ve EPS iireten bu mikroorganizmalarin toksik

bilesiklere yiiksek toleransi ve direncinin seg¢ici avantajlar sagladigina dikkati
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cekmislerdir [164, 165]. Fusconi ve Godinho (2002) yer alt1 sular1 kirli subtropical
bolgelerden izole ettikleri bakterilerin ekzopolisakkarit {iretimini arastirmiglardir. Bu
alanlardan izole ettikleri Gordonia polyisoprenivorans susunun pigment ve EPS
tiretme  kapasitesi bakimindan ¢evresel remediasyonda kullanilabilecegini

bildirmislerdir [164].

Bu calismada minimal besiortaminda karbon kaynagi olarak Benzin, BTX ve benzen
gibi petrol hidrokarbanlarin1 kullanan Pseudomonas spp. suslarinin belli zaman
araliklarinda (24, 48, 72 ve 96. saat) EPS {iretimleri arastirllmis ve farkli organik
kirleticilerde en yiiksek EPS iiretimlerinin benzinde 96. saatte P. aeruginosa B3 (9
mg/L), BTX’ de 48. saatte P. stutzeri B11 (30 mg/L) ve benzende 72. saatte P.
fluorescens B5 (33 mg/L) suslar tarafindan, bakteriyal gelisimlerinin durgun fazinda
olusturuldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3-Sekil 4.5.). Pseudomonas spp. suslarinda
yiiksek EPS fretiminin bakteriyal gelisiminin durgun fazinda gergeklestigi

arastiricilarin yapmis oldugu ¢alismalarla da desteklenmektedir [9, 151].

Benzen ve BTX’ de yiiksek EPS {iretimi gosteren P. fluorescens BS ve P. stutzeri
B11 suslarmin bu bilesiklerin toksik etkilerinden korunmak icin ve yiiksek EPS
tiretme kapasiteleri bakimindan c¢evresel remediasyonda kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Calismadaki suslarin petrol hidrokarbonlarinda ki bakteri iiremesi
ve EPS iiretimi arasinda paralellik oldugu goriilmiis ve Pseudomonas spp. suslarinin
bakteriyal gelisimi ve EPS iiretimi arasindaki iligki Pearson’s korelasyonuna gore
belirlenmistir. Pseudomonas spp. suslarinin benzin de 24. saatte (o= 0,01 anlamlilik
diizeyinde) ve 48. saatte (a= 0,05 anlamlilik diizeyinde), BTX (o= 0,01 anlamlilik
diizeyinde) ve Benzende 24, 48, 72 (o= 0,01 anlamlilik diizeyinde) ve 96. saatlerde
(o= 0,05 anlamlilik diizeyinde) bakteriyal gelisim ve EPS iiretimi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13). Baz1 arastirmacilar EPS iiretimi
ile bakteriyel gelisim arasinda dogrudan bir korelasyon bulundugunu belirtmektedir

[151, 166] .Bu ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir.

Pseudomonas bakterileri heteropolisakkarit yapida ve genellikle glikoz, galaktoz,

riboz, mannoz ve N-asetil glikoz amin i¢ceren EPS iretirler [162, 167]. Arastirmada
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benzen, BTX ve benzin gibi petrol hidrokarbonlarinda yiiksek gelisim gdsteren ve
yiiksek EPS tireten suslarin (sirasiyla P. fluorescens BS, P. stutzeri B11 ve P. putida
B15), nurtient broth (NB) ve Petrol hidrokarbonu+MSM besiortamlarinda iirettikleri
EPS’ nin monomer yapist HPLC analizi ile yapilmistir. Calismada susglarin tirettikleri
EPS’ nin baglica bilesenlerinin glikoz, arabinoz, gliserol, riboz, galaktronik asit, N-
asetil-D-Galaktoz Amin ve N-asetil-D-Glikoz Amin oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.16).

Besiyerinin kompozisyonu (karbon ve nitrojen kaynaklar1) ve inkiibasyon sartlari
(sicaklik, pH, zaman) gibi bir ¢ok faktor, Pseudomonas cinsi bakterilerindeki EPS
tiretimi, Ozellikleri ve EPS’ nin monomer yapisint degistirdigi ile ilgili bir ¢ok
caligsma rapor edilmistir (65, 151, 162, 167, 168]. Royan ve ark. (1999) endiistriyel
atiklardan izole ettikleri Pseudomonas mendocina P,d susunun karbon kaynagi
olarak sodyum benzoati kullanarak EPS {iretimini incelemislerdir. Bu susun sodyum
benzoatin toksik etkilerine karsi EPS firettiklerini (919 mg/L) ve yliksek derecede
emiilsifiye aktivitesi oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte bu susun iirettigi
EPS’ nin monomer yapisimi gaz kromotografisi (GC) kullanarak belirlemislerdir.
Buna gore EPS’ nin seker komposizyonunda hekzozlar (ramnoz % 50,79, fiikkoz %
3,33 ve glikoz % 7,23) ve pentozlarin (riboz % 6,53, arabinoz % 0,76 ve mannoz %
19,21) bulundugunu bildirmislerdir [167]. Hino ve ark. (1997), atik topraklardan
petrol hidrokarbonlarint (ham petrol, toluen, propil benzen, salisilat, n-dodekan,
etanol, butanol ve asetat) karbon kaynagi olarak kullanan Pseudomonas putida SL1
susunu izole etmigler ve HPLC’ de petrol hidrokarbonlarinda firettigi EPS’ nin
monomer komposizyonu arastirmislardir. Bu susun irettigi EPS’ nin monomer
yapisindaki sekerlerin iceriginin glikoz (9.9), galaktoz (1.0), mannoz (3.0), ribuloz
(4.6), N-asetilglikozamin (1.6), ksiloz (1.5) ve N-asetilgalaktozamin (2.1) oldugunu
belirtmisglerdir [162]. Bu calismada da, bakterilerin iiretildigi besiortaminin
farkliligia gore EPS’ deki igerik ve oranlarin degisiklik gosterdigi belirlenmistir.

Biyosiirfektan iireten bakteriler hidrokarbonla kirlenmis bolgelerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bu bakteriler biyoremediasyon i¢in potansiyel

uygulamalar ve ylizey-aktif 6zellikleriyle yeni bilesiklerin faydali bir kaynagini sunar
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[169]. Aromatik ve alifatik hidrokarbonlar olan hekzadekan, oktadekan, parafin
penatren, tetradekan, pristan ve kreostat gibi hidrokarbonlarla kirletilmis topraklarda
ramnolipid biyosiirfektanlarin ilavesinin biyolojik parcalanmay1 arttirmasi ile ilgili
bir ¢ok calisma bulunmaktadir [64, 66]. Ramnolipid biyosiirfektan1 iireten
Pseudomonas tirleri ile yapilan ¢alismalarda ramnolipidlerin olusumunda karbon
kaynaklarimin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir [170]. Ham petrol ve diger
hidrokarbonlarin mikroorganizmalar tarafindan degradasyonun da cesitli stirfektanlar
arasinda ramnolipidlerin de bir ¢ok hidrokarbonun degredasyonunu artiracagi
bildirilmistir [171]. Zhang ve ark. (2005) P. aeruginosa tarafindan ramnolipidlerin
varliginda ham petroliin biyodegradasyonunu arastirmislar ve etkili bir biyostiirfektan
olan ramnolipidin hidrokarbonlarin biyodegrasyonunu artirdigint bildirilmislerdir

[172].

Pseudomonas spp. suslarinin biyosiirfektan (ramnolipid) iiretimi iizerine yapilan
caligsmalar, ramnolipid sentezinin ikincil metabolizma ile iliskili oldugunu ve ikincil
metabolitlerin sentezinin iliremenin durgunluk fazina erismesi ile arttigini
gostermektedir. Ramnolipid eldesi i¢in uygun inkiibasyon siiresinin 72 saat oldugunu
bildiren ¢aligmalarin yanmi sira yiiksek ramnolipid sentezine iiretimin 24, 90 ve 120

saatlerde rastlandigini bildiren aragtirmalar da vardir [173-176].

Farkli karbon kaynaklarimin ramnolipid sentezi iizerine etkili oldugunu bildiren

calismalar mevcuttur [175,177].

Yapilan calismada bazi petrol hidrokarbanlarini (benzin, BTX ve benzen)
kullanabilen Pseudomonas spp. suslarinin belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve
96. saat) degredasyonu esnasinda en yiliksek ramnolipid biyosiirfektan {iretimi
benzinde P. putida B15 (52 mg/L), benzende P. fluorescens B5 (1,5 mg/L), BTX’ de
P. aeruginosa B3 (0,5 mg/L), suslar tarafindan 72. saatte, bakteriyal gelisimin
durgun fazinda olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.4). Tuleva ve ark. (2002) da, P.
putida 21BN susunun hekzadekanda gelistiginde biyosiirfektan {iretimini
arastirmislardir. Bu susun, ikincil bir metabolit olan biyosiirfektanlart durgun fazda

maksimum iiretime ulastigini (1,2 g/L) bildirmiglerdir [178]. Raza ve ark. (2006)



107

farkl1 hidrokarbonlar kullanarak P. aeruginosa EBN-8 mutantinin biyosiirfektan
liretimini arastirmiglardir. Bu amagla minimum besiyeri i¢ine karbon kaynagi olarak
n-hekzan, parfin yag1 ve kerosen yag1 ilave etmislerdir. 37 °C’ de 100 rpm’ de 10 giin
boyunca 24 saatte bir ornekler almiglardir. Bu mutantin n-hekzadekan ve parafin
yaginda gelistigi zaman inkiibasyonun 3. ve 4. giinlinden sonra maksimum
ramnolipid irettigini, n-hekzadekan ve parafin yaginda ramnolipid {iretiminin ise
sirastyla 4,1 ve 6,3 g/L oldugunu tespit etmislerdir [180]. Bu sonuglarda, bu

calismanin sonuclarini desteklemektedir.

Sonu¢ olarak endiistriyel ve tarim alanlarinda kullanilan, su ve karasal
ekosistemlerde risk olusturan organik kirleticilerin mikroorganizmalar yoluyla
biyodegredasyon ve biyoremediasyon g¢alismalart son yillarda énem kazanmis bir
islemdir. Bu alanda kullanilan mikroorganizmalar 6zelliklede Pseudomonas spp.’
lerinin yardimi ile hem ¢evrede sorun olusturan kirletici ajanlar ortadan kaldirilarak
cevre kirliligi azaltilmast hemde biyoteknolojik agidan 6nemli olan ve ¢ok degisik
endiistrilerde insanlara hizmet eden metabolitlerin eldesinin biyoteknoloji alanindaki

arastirmalara yeni bir boyut getirecegi diisiiniilmektedir.

Calismada cevrede kirlilik yaratan ve canlilar iizerine toksik etkileri bakimindan risk
teskil eden baz1 kirletici faktorlerin, toprakta yaygin olarak bulunan Pseudomonas
cinsi bakteriler tarafindan ortadan kaldirilmasina yonelik biyodegredasyon
caligmalar1 gerceklestirilmis ve bu esnada, cok degisik endiistrilerde 6nemli
hammaddelerden olan piyosiyanin, ekzopolisakkarit ve ramnolipid biyosiirfektaninin
bakteriyal kaynaklardan eldesi arastirilmistir. Bu amagla aragtirmada farkli organik
kirleticilere gore Pseudomonas spp.suslarinin bakteriyal gelisimlerinde ve ikincil
metabolit liretimlerinde farkliliklar oldugu ve bu organik kirleticiler arasinda suslarin
en iyi 2,4-D herbisitinde gelisim gdsterdigi bu bakteri gelisimine baglh olarak, yiiksek
ikincil metabolit liretiminin de 2,4-D herbisitinde P. aeruginosa B1 susu tarafindan
gergeklestirildigi  bulunmustur. Dolayisiyla P. aeruginosa Bl susunun 2,4-D
herbisitiyle kirli alanlarin ¢evresel remediasyonunda bununla birlikte bu bilesigi
degredasyonlar1 esnasinda yiiksek oranda iirettikleri bazi ikincil metabolitlerin

(piyosiyanin, EPS ve ramnolipid) cesitli endiistrilerde (antibiyotik eldesi, biyokontrol
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ajani, biyoemdilsiilfiyer ve biyoremediasyon calismalarinda) endiistriyel kullanim
icin potansiyel olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu susun kirli ortamlarda invivo
uygulamalarda kullanimina bagl olarak degredasyon ve metabolit {iretim verimini
artirmaya yonelik molekiiler calismalar bundan sonraki asamalarda goz Oniine
alinacaktir. Yaptigimiz biyodegredasyon g¢alismasinin yani sira endiistriyel oneme
sahip ikincil metabolit iiretim ¢alismalar1 ile elde ettigimiz sonuglarin ilk olmasi

sebebiyle konu ile ilgili bundan sonraki ¢aligmalara 151k tutacagi inancindayiz.
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