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2,4-DINITROTOLUEN’IN BiR ARTHROBACTER CHOLOPHENOLICUS
SUSU ILE BIYODEGRADASYONU VE ILGILi KATABOLIK GENLERIN
FISH TEKNIiGIi iLE BELIRLENMESI

Pmar KUCE
oz

Bu caligmada, petrol rafinerisinden aliman ham petrolle kontamine olmus
toprak orneklerinden zenginlestirme kiiltiir metoduyla karbon ve azot kaynagi olarak
2,4-Dinitrotoluen (2,4-DNT) iceren MM9 besiyerinde 15 bakteri susu izole
edilmistir. 30 °C sicaklikta 10 giinliik inkiibasyon sonrasinda en iyi iireyen bakteri
susu identifikasyonu yapilmak iizere secilmistir. Idetifikasyon icin 16S rRNA/DGGE
metodu kullanilmig ve bakteri susu Arthrobacter chlorophenolicus olarak teshis
edilmistir. Bakteri susunun farkli sicaklik ve pH degerlerinde optimum degradasyon
kosullart test edilmistir. 2,4-DNT’nin optimum degradasyonunun 30 °C sicaklikta ve
pH 7-8 araliginda gergeklestigi tespit edilmistir. 2,4-DNT’nin degradasyon kinetigi
HPLC analizleriyle hesaplanmstir.

Plazmid eliminasyonu deneyleri sonucunda 2,4-DNT degradasyon yeteneginin
plazmid kaynakli oldugu bulunmustur. Bu plazmidin biiyiikligiiniin ise yaklagik

8,125 kb oldugu tespit edilmistir.

Ham petrolle kirlenmis toprak ve saf bakteri kiiltirii Ornekleri ile
gerceklestirilen Floresan Yerinde Hibritleme (FISH) deneylerinde, 2,4-DNT
degradasyon metabolik yolundaki dntda ve dntD genlerine ait hibridizasyon

sinyalleri gézlemlenmistir.
Anahtar kelimeler: Biyodegradasyon, 2,4-DNT, Arthrobacter, Plazmid, FISH.

Damsman: Prof. Dr. Gokhan CORAL, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali
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BIODEGRADATION OF 2,4-DINITROTOLUEN BY ARTHROBACTER
CHOLOPHENOLICUS STRAIN AND DETERMINATION OF RELEVANT
CATABOLIC GENES WITH FISH TECHNIQUE

Pinar KUCE
ABSTRACT

In this study, soil samples which were contaminated by crude oil were used. 15
Bacterial strains were isolated with enriched culture method from this samples and
2,4-DNT used as a source of nitrogen and carbon in MM9 medium. The best
growing strain was selected for identification after the incubation at 30 °C for 10
days. This bacterial strain was identified as Arthrobacter chlorophenolicus by using
16S rRNA/DGGE method. The optimum degradation conditions of this strain was
tested at different temperatures and pH intervalues. Optimum 2,4-DNT degradation
was found at 30 °C and pH 7-8. Moreover, the degradation kinetics of 2,4-DNT were
determined by HPLC.

2,4-DNT degradation ability of the bacterial strain was found to be plasmid-
mediated through curing experiments. The size of this plasmid was estimated as

about 8,125 kb.

In fluorecent in situ hybridization (FISH) experiments, hybridization signals of
2,4-DNT degradation pathway genes, dntda and dntD, were observed in crude oil

contaminated soil and pure bacterial culture samples.
Key words: Biodegradation, 2,4-DNT, Arthrobacter, Plasmid, FISH.

Adyvisor: Prof. Dr. Gokhan CORAL, Mersin University, Department of Biology
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1. GIRIS

Cevre sorunu diinyanin pek ¢ok yerinde, 6zellikle son 20 yilda giincel hayata
girmig, acilen ¢6ziim bekleyen bir problemdir. Ormanlarin tahribi ve erozyon,
diizensiz sehirlesme ve yesil alanlarin azalmasi, kiyilarin bozulmasi, sanayide
kullanilan kimyasal maddelerin canlilar iizerindeki olumsuz etkileri, niiklear enerjili
termik santraller ve polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)’larin ekolojik dengede
yapmus olduklar1 tahribat sadece Tirkiye’de degil, diinyada da ¢6ziim yollar1 aranan

sorunlar haline gelmistir [1].

Nitrobenzen, nitrofenoller, aminofenoller ve aromatik aminler gibi
nitroaromatik bilesikler, biyosferde ¢ogunlukla antropojenik kaynakli olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bazi bilesikler fosil yakitlarin tamamlanmamis kompostlamasindan
kaynaklandig1 gibi, bazilar1 da sentetik ara bilesiklerden, boyalardan, pestisit ve
patlayict1 yapimindan kaynaklanmaktadir. Nitrobenzen bilesiginin yillik {iretim
miktar1 225.000 tondur ve bu bilesigin yaklasik 9000 ton kadar1 dogadaki su
kaynaklarina desarj edilmektedir [2].

Toluen diisosiyanatin Onciisii olan 2,4-DNT bilesigi, poliiiretan kopiik
yapiminda kullanilan Onemli bir endiistriyal ara iriindiir. Bununla beraber
dinitrotoluenler, 6zellikle 2,4-DNT, 2,4,6-TNT patlayicisinin oncilistidiir. Bir siire
oncesine kadar bu endiistriyel prosesler sonunda agiga ¢ikan atik sularin cevreye
birakildig1 bilinmektedir. 2,4-DNT, karsinojenik ve toksik &zellikleri nedeniyle
Birlesik Devletler Cevre Kroma Ajansi’nmin (U.S. EPA) birincil kirletici listesine

alimmustir. Bu nedenle, uzaklastirilmasi 6nemli bir ¢evresel durumdur [3].

Dogada bu aromatik bilesiklerin varlig1 c¢evresel ve saglik agisindan ciddi
problemler dogurmaktadir. Bu bilesiklerden bazilar1 karsinojenik ya da mutajenik
aktiviteye sahiptir ve besin zincirinde biyolojik yigilmaya neden olabilmektedirler.
Bunun yaninda bir¢ok nitroaromatik bilesigin mikroorganizmalar i¢in de toksik ya da

mutajenik oldugu bilinmektedir [2].
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In situ biyoremidasyon dogadaki zararli kimyasallar1 par¢alamak icin biyolojik
prosesleri  kullanmasi  agisindan  avantajhidir.  Biyoremidasyon  siiresince
kontaminantlar, mikrobiyal proseslerle karbondioksit ve su gibi zararsiz formlara
parcalanirlar ya da daha az zararli formlara dondstiiriilirler. Mikroorganizmalarin
iiremesi ve hayatlarim siirdiirebilmesi i¢in besin kaynagina, karbon kaynagina ve

uygun cevresel kosullara ihtiyaglar1 vardir [4,5].

Zararli maddeleri daha az toksik ya da zararsiz hale doniistiirmek veya degrade
etmek icin biyolojik sistemlerin kullanildigi biyoremediasyon gibi alternatif
teknikler, diinya ¢apinda nitroaromatik Kkirleticilerin dekontaminasyonu alaninda
oldukca ilgi g¢ekmektedir. Bu teknik ekolojik oldugu kadar siirdiiriilebilir bir
yontemdir.  Biyoremidasyon  ydntemi temel olarak; biyoremediasyon,
biyostimiilasyon ve biyoaugmentasyon olmak iizere 3 uygulamadan meydana gelir.
Nitroaromatik  bilesiklerle kontamine alanlar1 temizleme uygulamalarinda
mikroorganizmalar, yasama, lireme, metabolize etme ve kolonize olma yoOniinden

sahip olduklan iistiin yetenekleriyle cok 6nemli bir yer tutmaktadirlar [6].

DNT izomerleri yaygm nitroaromatik kirleticilerdendir ve DNT’lerin
remidasyonu 6zellikle son 20 yildir olduk¢a 6nemli bir konu haline gelmistir. Karigik
ve saf kiiltiirle NAC’lerin biyodegradasyonu ile ilgili birgok onemli bilgi elde
edilmistir. O, ve diger nutrientlerin olmadigi durumlarda NAC’lerin hareketini ve
kararliligim1 tanimlamak miimkiin olmustur. DNT’lerin aerobik ve anaerobik sartlar
altindaki metabolizmasiyla ilgili calismalar yapilmistir. Anaerobik sartlar altinda
DNT’lerin transformasyonu ya da yar1 metabolizmasmin, tamamlanmamis yikim
tiriinleriyle sonlandig1 ve kontroliiniin zor oldugu tespit edilmistir. Aerobik sartlar
altinda O, kullanimiyla DNT nin pargalanmasi, proton ve nitrit ¢ikigi, CO; iiretimi ve
biyokiitle gelisimi ile sonuglanmaktadir [7]. Nitroaromatik bilesiklerin aerobik
bakterilerle degradasyonu temel olarak mono- ve di- nitro aromatik bilesiklerin
karbon ve azot kaynagi olarak kullanilmak iizere tamamen mineralizasyonu ile

gerceklesir [6].

Arthrobacter genusu c¢ok cesitli karasal habitatta bulunur. Bu aerobik,

kemohetetrofik karakterdeki bakteri genusu, herbisit, klorofenol ve alkanlar,
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kompleks aromatik bilesikler gibi ¢ok cesitli organik bilesigi metabolize etmektedir.
Arthrobacter’lerin kurumaya ve besin yetersizligine karsi direngli olmasi, ¢ollesmeye

yakin topraklarin biyoremediasyonunda kullanilmasinda avantaj saglamaktadir [8].

Cevresel DNA’da her yil yaklagik bir milyondan fazla yeni gen kesfedilmesine
ragmen; ne yazik ki 1970'lerden giiniimiize kadar hi¢bir yeni biyokimyasal reaksiyon
bulunmamistir. Toksik kimyasallar ve zarar verme potansiyeli olan endiistriyel
atiklarla kirletilmis alanlar ise biyoteknolojik agidan altin madeni gibi degerli hale
gelmistir. Ciinkii bu alanlar ksenobiyotikleri karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanmaya yarayan gerekli enzimleri tasiyan mikroroganizma nislerini
barindirmaktadirlar. Mikroplar diger domainlerde yaygin olmayan metabolik
reaksiyonlar1 gergeklestirerek, ¢ok c¢esitli substrat varliginda yasayabilme avantajina
sahiptir. Diger bir deyisle; parcalanmaya direngli kimyasallar i¢in gelistirilmis
mikrobiyal biyodegradatif yollar, sadece cevre kirliliginin giderilmesi agisindan
degil, aym1 zamanda yesil kimya ve beyaz biyoteknoloji alanlarma 6zgiin katalitik
aktiviteler kazandirmis olmasi agisindan da oldukca oOnemlidir. Bundan dolayi,
biyodegradasyon ve biyotranformasyon prosesi mikrobiyal biyokimyada sinirsiz gii¢

konumundadir [9].

Saf kiiltlir izolasyonunu temel alan geleneksel mikrobiyal teknikler, morfolojik,
metabolik, biyokimyasal ve genetik alanindaki calismalarla dogal ya da olusturulmus
sistemlerdeki mikrobiyal kominite hakkinda ayrintili bilgi vermektedir. Bunun
yaninda, geleneksel teknikler, dogal ¢evredeki cogu mikroorganizmanin, laboratuvar
kosullarinda iiretilen saf kiiltiirlerinde anlasilmayacak fizyolojik ihtiyaclari,
sinotropik ve simbiyotik iliskileri hakkinda yeterli bilgi veremez. Ek olarak, ¢ogu
kiiltiir besiyerleri mikroorganizmalarin belirli gruplarinin gelismesi igin yeterli ise
de; bazilar1 6zglin Orneklerin liremesini saglamaz. Bu yilizden, gilinlimiizde kabul
edilen prokaryot tiirleri, mikroorganizmalarin cesitliligi agisindan c¢ok smirli bir
karsilagtirmayla belirlenmistir. Bu durum geleneksel metodlarin, ekosistemdeki

mikroorganizma ¢esitliligini yansitamadigini1 gostermektedir.

Giliniimiizde 7000 bakteriyal tiir tanimlanmistir, fakat molekiiler ve ekolojik

tahminlere gore gercek rakam birkag kat1 fazla olmalidir. Bu probleme uygun ¢6ziim
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molekiiler biyolojik yaklasimlar1 kullanmaktir. Bu teknikler, molekiiler saat ya da
evrimsel kronometre olarak nitelenebilecek olan ribozomun kii¢iik alt birimini

olusturan RNA'y1 ya da ona karsilik gelen genleri temel alir [10].

Denatiire gradient jel elektroforezi (DGGE), denatiire olmus ayn1 boyutta fakat
farkl niikleik asit dizisi iceren DNA fragmentlerinin jeldeki hareket farkliligini temel
alan ve boylece d6rneklerdeki biyolojik ¢esitliligi ortaya koyan, oldukca yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Karsilikli gelen bantlarin sayisi dominant tiirlerin sayisiyla
orantilidir. Bantlarin sekans ve filogenetik analizi ile calisildiginda DGGE, bir
mikrobiyal komiinitenin kompozisyonu hakkinda bilgi saglayan bir metotdur [10].
rRNA'y1 hedefleyen oligoniikleotid proplarin kullanildigi Floresan Yerinde
Hibritleme (FISH) teknigi, kendi dogal ortamlarinda mikrobiyal hiicrelerin tek tek
Ozgiil tanimlanmasinin hizli bir sekilde yapilmasimni saglayan bir tekniktir. Son on
yilda FISH tekniginde gelistirilen metodolojik gelismeler sayesinde mikrobiyal

ekoloji ve biyoteknoloji alaninda kullanimi yayginlagmistir [11].

Son yiiz yildir kimya endiistrisindeki hizli gelisme 6zellikle ksenobiyotikler
olmak {iizere birgok kirleticinin dogada birikimine neden olmustur. Nitroaromatik
bilesikler, patlayici, boya ve pestisit iiretimi gibi bircok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. NAC’larin  dogada birikimi, birgok c¢evresel ve saglik
problemlerine neden olmaktadir. Bu zararh bilesiklerin dogadan temizlenmesi i¢in en
ekonomik yol mikroroganizmalarin kullanilmasidir. Bu ¢alismada, ham petrol ile
kontamine olmus topraklardan 2,4-DNT degrade edebilen bakteri suslarimin
izolasyonu ve karakterizasyonu ile izole edilen bakteri tiiriiniin, FISH yontemi ile
degradasyonda gorev alan dntda ve dntD genlerinin varliginin gdsterilmesi

amaglanmugtir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. NITROAROMATIK BILESIKLERIN KIMYASAL YAPISI

2,4-DNT, atmosfer sicakliginda agik sar1 ya da daha koyu sari, kristal yapida,
aci, toksik, nem ¢ekmeyen ve yanici Ozellik gosteren bir bilesiktir. Sudaki
¢cOzunlrliigli az olmasina karsin; eter, aseton, benzen ve toluen gibi organik
coOziiciilerde kolaylikla ¢Ozliniir. Ham materyali, toluen diisosiyanat sentezinde
kullanilir. DNT'nin erime ve kaynama noktasi, sirasiyla 71 ve 300 °C'dir. Kristal

yogunlugu 1,3208 g/cm’'diir [12].

Nitroaromatik bilesiklerin fiziko-kimyasal ozellikleri (Sekil 2.1) ve aromatik
nitro grubunun kimyasi, nitroaromatik bilesiklerin alt tirlinlere doniistimiinde anahtar
rol oynamaktadir. Nitro grubunun polarize etkisinden ve suyla beraber H bagi
olusturabilmesinden dolay1i, NAC’lar suya yliksek ilgi gosterirler ve polar ortamda
diger klasik organik kirleticilerin (halojenik ya da alkali aromatik bilesikler gibi)

aksine bir durum sergilerler [13].



Kiice, P. 2010. 2,4-Dinitrotoluen’in Bir Arthrobacter cholorophenilus Susu Ile Biyodegradasyonu ve Ilgilli Katabolik Genlerin
FISH Teknigi Ile Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

CH, CH, NH,
O,N NO, Br NO,
NO,
NO, NO, NO,
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N N(CH,CH,00CCHy)
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Sekil 2.1. Yaygin nitroaromatik bilesiklerin kimyasal formiilleri [14].

Nitro gruplariyla aromatik halka arasindaki giiglii etkilesim, nitroaromatik
bilesiklerin reaktifligini belirler. Nitro gruplarinin azot-karbon baglar1 iizerinde
kuvvetli negatif indiikleyici etkisi vardir. Cogu diger elektron yakalayici yapilara
karsin, nitro gruplart aromatik sistemle etkilestiginde oldukg¢a giiglii m akseptorii
haline gelirler. Indiikleyici ve yer degistirici etkisinin sonucunda nitro grubunun
oksijen atomunda negatif yiik birikimi meydana gelir. Aromatik halkanin
elektronunun yetersiz olmasinin sonucunda, nitroaromatik bilesikler olduk¢a iyi =
akseptoriidiir ve uygun elektron vericilerle es diizlemli kompleksler olusturabilirler.
Bu ortaklik yiik transferi ya da elektron alici—verici (EDA) kompleksini meydana

getirir ve 7 — 7 ve n- 7 etkilesimlerini igerirler.

Dogal toprak bilesenleri ve akifer ile NAC’larin arasindaki EDA kompleks
formasyonu, diger {istiin kontaminantlardan farkli bir bi¢cimde nitroaromatik

bilesiklerin hareket yetenegi, biyolojik yararliligi ve reaktivitesini etkilemektedir.
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NAC’larin aromatik sistemlerinin elektron eksiklikleri, halka karbonlarina
elektrofilik saldirilar1 engeller ve bundan dolay1 kimyasal ya da mikrobiyal halka
oksidasyonuna ugramaya diisiik egilim gosterirler. Buna zit olarak, aromatik nitro
grubu, mikroorganizmalar tarafindan ya da abiyotik reaksiyonlarla gergeklesen
rediiktif transformasyonlara karsi oldukca duyarlidir. Nitroaromatik bilesiklerin yer
degistiren yapilarinin sterik ve elektronik etkisi nitroaril radikallerinin kararh
yapilarmi 6nemli Olglide etkiler ve bu yilizden nitroaromatik bilesikler rediiktif
transformasyonlara duyarhidirlar. Nitro grubunun amino grubuna rediiksiyonu
esnasinda, ilk elektronun geri doniisiimlii transferi genellikle yiiksek enerji icerir ve

bu yiizden, bu basamak reaksiyonun kontrol basamagidir [13].

TNT’nin aromatik halkasindan elektronegatif nitro gruplar tarafindan =«
elektronlar1 uzaklastirilir. Nitro gurbu N ve O olmak iizere 2 element igerir ve
bunlarin ikisi de yiiksek elektronegatiftir. O atomu, N atomundan daha
elektronegatiftir. Bu yilizden, N-O bagi polar yapidadir. Azot atomunun kismi +
yiiklii olmasi ve N-O kombinasyonunun yiiksek elektronegatif olmasi, nitro grubunu
kolay rediiklenebilir hale getirir. Aromatik halkadaki nitro gruplarimin rediiksiyonu

ise yaygin olarak yasayan organizmalarca gerceklestirilir [15].

2.2. NITROAROMATIK BILESIKLERIN TOKSISITESI, KARARLILIGI,
DUZENLEYICI GEREKSINIMI

Nitroaromatik bilesiklerin kararli yapisi, kolay bozunamaz olusu, bu bilesikleri
endiistriyel alanda degerli kilsa da, cevrede bulundugunda tehlikelidir. Aromatik
bilesiklerde nitro grubu arttikga, bu gruplarin uzaklastirilmasi da zorlagmaktadir.
Benzer elektron alma 6zelligi, acrobik ve anaerobik ortamda bu gruplarin kolay

rediiklenmesini saglar.

Walia vd., Pseudomonas putida OU83 susunun nitrotoluenleri degradasyon ile
ilgili caligmalarinda, nitro grubunun benzen halkasindaki konumunun degradasyonda

etkili oldugunu gostermislerdir [16].
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2.2.1. NAC’lerin Ekotoksisite, Direnclilik ve Canlilara Etkileri

Nitroaromatik bilesiklerin indirgenmesi oldukca reaktiftir ve memeli
sistemlerinde potansiyel karsinojenik ve mutajenik tiirevleri olustururlar. Hem
bagirsaktaki mikroflora hem de memeli organ sistemleri, 0zgil olmayan
nitrorediiktaz enzimine sahiptirler ve bu enzim, nitro grubunun daha zarar verici
formlar1 olan nitroso ve hidroksilamino gruplara doniisiimiinii katalizlemektedir.
Epidemiyolojik caligmalar, amino ve nitroaromatik bilesiklerin ikisinin de giicli
karsinojen oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, nitrobenzenler, dinitrotoluenler,
mono- ve di-nitrofenoleri kapsayan ¢ok sayidaki nitroaromatik bilesikler dncelikli

kirleticilerdendir [13].

Yapilan ¢aligmalarda nitroaromatik bilesiklerin;
* Yiiksek ekotoksik,

* Mutajenik,

* Kanserojenik,

« Immiinotoksik,

+ Ureme agisindan toksik oldugu ve,

» Ureme sistemi tiimorlerine neden oldugu saptanmustir.

Bazi1 nitroaromatik bilesiklerin karsinojen maddelerin doniisiimiinii aktive ettigi
bilinmektedir [10]. 2,4-DNT ve 2,6-DNT'nin canlilarca tiiketilmesi ve sonrasinda
hepatik enzimlerce ve intestinal mikroflora tarafindan metabolize edilmesi , bu
bilesiklerin karsinojenik formasyonuna neden olmaktadir [17]. Toksik etkisi
solunumla, beslenme yoluyla, ya da deriden absorbsiyonla ger¢eklesir. Bu maddeler

ayrica yakici, patlayici ve ugucu dzellikleri tasir.

Dodard vd. yaptiklar1 ¢alismada, 2,4-DNT, 2,6-DNT ve bu nitroaromatik
bilesiklerin metabolitlerinin toksik etkilerini, TNT ile, 15 dakikalik Mikrotoks
(Vibrio fischeri) ve 96 saatlik tath su yesil alg (Selenastrum capricomutum ) lireme
inhibisyon testi uygulayarak kiyaslamis ve sonug olarak test edilen dinitrotoluenler
ve onlarin metbolitlerinin TNT'den daha az toksik oldugunu belirlemislerdir. Ayrica
toksisite caligmalarinda kullanilan model organizmanin, kiyaslama agisindan etkili

oldugu sonucuna varilmistir [17].
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Yapilan bir¢cok c¢alismada nitro grubunun amin grubuna indirgenmesinin
tamamlanmasinin bilesigin mutajenik etkisinin azalmasini sagladig tespit edilmigtir

[16].
2.2.2. NAC’lerin Kontaminasyon Kaynaklari ve Yok Etme Mekanizmalari

Nitroaromatik bilesikler nadir olarak biyolojik prosesler sonucu fiiretilirler.
Nitroaromatiklerin kirlilik yaratacak diizeyde birikimi, endiistriyel aktiviteler
nedeniyle olmugsmaktadir. NAC’ler, aromatik halkaya nitro gruplarinin eklenmesiyle
birlikte, aromatik bilesiklerin sentezinde baslangic materyalidir. Nitrobenzen ve
mono- di- nitrotoluen gibi nitroarenler boya, pigment, patlayici, pestisit, herbisit ve
polimer yapiminda solvent ya da hammadde olarak kullanilirlar ve biiyiik ¢aplarda
iiretilirler. Yapilan caligmalardaki istatistiklere gore, 1980 yilinda toplam yillik
nitrobenzen tiretimi 453.592 tonun tlizerindedir. Bu atiklarin biiytik bir boliimii yeralti
sularina karigmaktadir. Bunun yaninda 6nemli bir kismi da su ylizeyi ve havaya

karismaktadir.

TNT hiikiimetlerin faaliyetleriyle liretilmektedir ve kontamine olmug alanda
yapilan calismalar alana dinitrotoluen (DNT) izomerlerinin yayildigimi gostermistir.
TNT’nin kitlesel tiretimi 1. ve 2. Diinya Savaslarinda gerceklestirilmis olup, toprak
ve suyun DNT ve TNT ile biiyiik ¢apta kontaminasyonuna neden olmustur [14].
Askeri patlayicilarin iiretimi ve eski mithimmatlarin kullanimi uzun yillar boyunca
oldukca genis bir alanda devam etmistir. 1945 yilinda, Birlesik Devletlerde TNT
iretim kapasitesi, giinliik iiretimde 65 tondan daha fazla gerceklesmistir. Ayni
dénemde Almanyada ayda 2,36 x 10* ton iiretim yapilmstir. Bu genis capli iiretim
patlayici maddelerin ve nitrath bilesiklerin ¢evrede birikimine yol agmustir. Birlesik
Devletlerde, sadece askeri bolgelerde bile tahminen 1,2 milyon ton toprak, patlayici

maddelerle kontamine olmus durumdadir [18].

TNT’nin cevresel yayiliminin bir nedeni de kasith olarak herbisit ve pestisit
kullanimi1 ve kazara dokiilmesidir. Sonu¢ olarak, nitrobenzen, 2,4- ve 2,6-
dinitrotoluen Birlesik Devletler.Cevre Koruma Ajansi (US EPA) tarafindan birincil

kirlilik etmeni olusturan maddeler olarak tanimnmistir [13].
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2,4-DNT, TNT iiretiminde ara iiriin, toluen diisosiyanatin ise ham maddesidir
[18]. DNT’ler diinya capinda askeri alanda patlayici yapiminda kullanilmaktadir.
2,4-DNT ve 2,6-DNT izomerleri 4:1 oraninda iiretilmektedir [13]. Toluen ve nitrik
asit, silfiirik asit varhiginda etkilesime sokularak dinitrotoluenlerin yapimi
gerceklestirilmekte ve sonu¢ olarak %80 2,4-DNT, %20 oraninda da 2,6-DNT
olusmaktadir [19].

Kirliligi temizlemenin maliyeti geleneksel yontem kullanildiginda oldukca
fazladir. Yakma islemi ile tahmin edilen fiyat, m* toprak basina 400 ya da 600 $,
gomme islemiyle m® toprak basina 404-467 $’dir. TNT ile kontamine olmus
topraklarin yardimci biyogamur uygulamasi ile temizlenmesi ise 290 ile 350 $
arasinda degismektedir [13]. Kontamine topraklar, kazi calismalari ve yakma
islemleriyle temizlenmeye c¢alisilmaktadir. Yeni arindirma teknikleri arasinda UV
radyasyonu, yikama/kazima, yardimci solvent kullanimi ve kimyasal oksidasyon
kullanilmaktadir. Enzimatik rediiksiyon, katiyonik siirfaktanlarla reaksiyon ve aktif
karbon igeren biyorektdrler de remidasyon teknikleri arasindadir [19]. Siirdiiriilebilir
stratejiler gelistirilebilirse, nitroaromatik bilesiklerin mineralizasyonu
gerceklestirilebilir. Buna bagli olarak maliyet de diisiirebilir. Cevrede nitroaromatik
bilesiklerin yarattig1 seleksiyon baskisinin bir sonucu olarak, bu bilesikleri degrade

etme yetenegi olan bakterilerin evrimi gelismistir [13].

2.3. NITROAROMATIK BILESIKLERIN BIYOLOJIK OLARAK
PARCALANMASI

Mikroorganizmalar dogadaki karbon dongiisiiniin  temel bilesenini
olusturmaktadirlar. Bununla beraber, substrat olarak bir¢ok ksenobiyotik kimyasali
da, kometabolik basamaklarla, kismi degradasyonla ya da molekiilii mineralize
ederek degrade etmektedirler. Aromatik, kloroaromatik, alifatik ve kloroalifatik
bilesikler gibi birgok bilesigin degradasyonu mikroorganizmalar tarafindan

gerceklestirilmektedir [20].
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2.3.1. NAC’larin Biyodegradasyonunda Kullanilan Bazi Terimler

Biyolojik remediasyon, tehlikeli atiklarin uzaklastirilmasi igin genellikle
mikroorganzimalarin ve bitkilerin kullanildig1, geleneksel yontemlere gére daha ucuz
ve giivenli bir metottur [21]. Biyoremediasyon teknikleri, yakma gibi geleneksel
yontemlere  gOre maliyeti yaklastk  %65-85  oraninda  diigtirmektedir.
Biyoremediasyonu  smirlayan  etmenler arasinda, her tiirlii  materyale
uygulanamamasi, uygulama alanlarinin sartlar1 saglayamamasi ya da uyarlamak icin
On uygulamalar gerektirmesi ve uygulamanin ¢ok uzun zaman alabilmesi sayilabilir
[22]. Toprak biyoremediasyon proseslerinde mikroorganizmalar katalitik olarak
birincil role sahiptirler. Bitkilerin bazi ksenobiyotikleri biinyesine alip detoksifiye
etme yetenegi vardir. Fitoremediasyon, rizosferik mikroorganizmalarla ortak olarak
yuriitiildiiglinde biyoremediasyon agisindan 6nemli bir aractir. Birgok kimyasal grup

icin ¢esitli biyoremediasyon sekilleri gelistirilmistir [21].

Dogal giderimin(NA) temelini, kontamine alanlarda var olan katabolik
mikroflora tarafindan gergeklestirilen degradasyon olusturmaktadir. Yapilan tek
miidahale biyodegradasyon siirecinin izlenmesidir. Varolan mikroorganizmalarca
degradasyonun siiresi, bu yaklasimda onemlidir. Ciinkii degradasyon siiresinin
alandaki canlilar1 olumsuz etkilemeyecek sekilde olmasi gerekir. Biyositiimiilasyon
ise, dogal degradatif mikrofloranin besin maddesi veya smirlayici diger faktorler
acisindan desteklenmesine dayanan bir biyoremediasyon teknigidir. Bu alanlardaki
fiziksel ve kimyasal kritik faktorler belirlenir ve mikroorganzimalarin degradasyonu

artirilir.

Kirlenmis alanlarda varolan mikroorganizmalar kirleticileri degrade edecek
yeterlilikte degilse, degradatif yetenegi bilinen bakteri suslarinin topraga
inokiilasyonu ile gerceklestirilen biyoremediasyon prosesi ise biyoaugmantasyon
olarak nitelendirilmektedir. Kontamine alanda varolan bakterinin degradatif
yetenegini artirmak i¢in de biyoaugmantasyon uygulanabilir ve biyoremediasyon

prosesi bu yolla stimule edilebilir [22].
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2.3.2. 2,4-DNT’nin Biyodegradasyon Mekanizmasi

Bir¢gok mikroorganizma ve yiliksek Okaryotlardan hazirlanan hiicre 6ziit
preparati ile yapilan in vitro deneyler gostermektedir ki, nitro grubunun rediiksiyonu
2 elektron transferiyle meydana gelmektedir. Sonug olarak nitroso, hidroksilamino ve
amino tiirevleri olusur (Sekil 2.2.). Bu rediiksiyon oksijenden bagimsiz olarak
gerceklesir ve radikal olusmaz. Nitrorediiktaz enzimleri bu reaksiyonu piridin
niikleotidlerinin indirgenmesiyle olusan elektron ¢iftini kullanarak gergeklestirir.
Nitroaromatik bilesikleri indirgeyen diger enzimler; aldehit oksidaz, dihidrofilik
amid dehidrojenaz, sitokrom B5 rediiktaz, diaforaz, hidrogenazlar, ksantin oksidaz ve

CO dehidrogenazdir.

Nitro grubu tek elektron transferiyle’de indirgenebilir ve sonugta nitro anyonik
radikali olusur (Sekil 2.2.). Bu radikalin nitro grubunun nitroso grubu haline gelirken
gerceklesen indirgenme sirasinda olugu disliniilmektedir. Bu radikal oksijenle
tepkime verebilir ve siliperoksit anyon olusturabilir. Bu sekilde orijinal nitro
grubunda degisiklik olur. Bu reaksiyonu katalizleyen enzimler oksijene duyarli
oldugu bilinen nitrorediiktaz tip Il dir ve Clostridium sp. ve Escherichia coli’ de

bulunur [15].

_ ] O O

\/0 e

\ 7
N I|\I le+1H"
| T~ Ar \
(5 A
0, OH H OH H H
[INIRN

Ar

o | 0

o V4 2e+1H* Ny 2ot N/ 2e+1H \N/
N -OH-
| \OH' | 1|\r 1Lr
Ar Ar

I —cC

Sekil 2.2. Nitroaromatik bilesiklerde nitro gruplarmin rediiksiyon mekanizmasi. ilk
basamakta (kesiksiz ¢izgi) nitro grubunun rediiksiyonu tek elektron
transferiyle, ikinci basamakta ise iki elektron transferi ile
gerceklesmektedir [9].
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Bakteriler, NAC’i merkezi metabolitlere doniistirken nitro gruplarini
uzaklastirmak igin c¢ok c¢esitli stratejiler gelistirmislerdir. Aromatik halkanin
dioksigenasyonunu takiben nitro grubu nitrit olarak ayrilir ve aromatik halka
dihidroksi ara iiriiniine doniigiir ya da mono oksigenazla epoksid olusur. Bunlarin
disinda hibrid-meisenheimer komplekside olusturulabilir. Hidroksilaminobenzenin
kismi  olarak  indirgenmesiyle = metabolik  yoldan = amonyum  ¢ikar.
Hidroksilaminobenzenler mutaza bagli yeni diizenlemeler gecirerek bazi yapilarda
orto-aminofenol  olusturabilir.  Alternatif olarak, hidroksilamin bilesikleri

amonyumun eliminasyonuyla katesole doniistiiriilebilir [3].

Mononitrofenol bilesiklerin (2-nitrofenol, 4-nitrofenol, 4-kloro-2-nitrofenol)
tim nitro gruplart hidroksillenmistir ve nitrit koparildiginda orto ya da para
hidroksibenzen olusur. Paration ve metilparation gibi baz bilesikler ilk olarak 4-

nitrofenole hidrolize olurlar [13].

R
3. Hidrat meissenheimer kompleksi 4. Amin grubuna
2,4-dinitrofenol indirgenme
2,4,5-trinitrofenol i
H
NO, T
R R T R R R
NO_2 NH;
(¢
AN % @_, . @_l»
H
OH o
OH oH NO, NO, N=0 N
lo H })H
2. Dioksigenasyon : i

nitrobenzen

2-nitrotoluen

3-nitrobenzoat

1,3-dinitrob 5. Hidroksilaminolaz
s lm roton] 6. Mutaz 4-nitrotoluen

2,5-dinitrofenol OH NO, nitrobenzen N 4-nitrobenzoat
- 3-nitrofenol 3-nitrofenol
l\Noz 2-koloro,5-nitrofenol R
1. Monooksigenasyon R 4-kolorontrobenzen
2-nitrofenol
4-nitrofenol
HOOC

4-koloro-2-nitrofenol

4-nitroanisol
OH

Sekil 2.3. Nitroaromatik bilesiklerin biyodegradasyon mekanizmasi. 5. Metabolik yol
sadece anaerobik sistemler i¢in tanimlanmistir [13].

13



Kiice, P. 2010. 2,4-Dinitrotoluen’in Bir Arthrobacter cholorophenilus Susu Ile Biyodegradasyonu ve Ilgilli Katabolik Genlerin
FISH Teknigi Ile Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

2.3.2.1. Meisenheimer kompleksi

Aromatik ¢ekirdegin elektron eksikliginden dolayi, aromatik halkaya
niikleofilik saldirilar miimkiin hale gelir ve bunun sonucu olarak da aromatik
olmayan bir yap1 olan Meisenheimer kompleksi sekillenebilir [23]. Bu bilesikler
kirmizi—turuncudur ve negatif yiike sahiplerdir. Bu gibi kompleks bilesikler in vivo
ortamda piridin niikleotidinin indirgenmesiyle olusan hidrid saldirilariyla
sekillenebilmektedir. Meisenheimer kompleksi, nitritin ayrilmasiyla tekrar aromatik

hale gelebilir. Bu tarz reaksiyonlar igin oksijen (O,) gerekli degildir [15].

CH

X CH, CH,
NO NO
NO, 0, 2 0,
A —_—
H H \
° N02 H N02 NO H

NO,

\

sekil 2.4. TNT-Meisenheimer kompleks formasyonu. Hidrojen iyonu NAD(P)H
tarafindan yakalanarak bu formasyon olusabilmektedir [23].

2.3.3. DNT Biyodegradasyonunda Rol Alan Enzimler

Nitroaromatik bilesikler, 6zellikle nitrotoluenler, cephane, boya ve poliiiretan
kopilik yapimi gibi bir¢ok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanmilmaktadir [15].
Genel olarak bakteriler 2,4-DNT’yi iki oksigenaz reaksiyonu iceren ve nitro
gruplarmin uzaklastirilmasiyla sonuglanan metabolik yolla degrade ederler [24]
Spain vd. tarafindan 2,4-DNT degradasyon yolagindaki enzimleri kodlayan genler;
DNT diokgenaz (dnt4), 4-metil-5-nitrokatesol monooksigenaz (dntB), trihidrotoluen
oksigenaz (dntC) ve trihidroksitoluen oksigenaz (dntD) olarak tanimlanmistir (Sekil
2.5) [24].
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CH,
H CH,
3 NO 0
2 NO,-
+
NADH NaD © NADPH NADP' O
OH
NO, dntA dntB OH
2,4-DNT AMS5NC 2-hidroksi-5-metilkinon
NADH
dntC
NAD"
H,
H
0,
<« HALKA KIRILMASF—
dntD 0
OH
2,4,5-THT

Sekil 2.5. Burkholderia sp. tarafindan dinitrotoluenin biyodegradasyon metabolik
yolu [25,26,27].

Spain vd., Burkholderia cepacia R34 susunda DNT degradasyon yolunda
gorevli enzimleri kodlayan genleri, susa ait olan 216 kb’lik plazmidin 50 kb’lik

bolgesinde teshis etmiglerdir.

2.3.3.1. DNT dioksigenaz

DNT degradasyon yolaginin ilk enzimini kodlayan dnt4 geninin alt klonlama

caligmalar1 yapilmis ve multikompotent enzim oldugu tespit edilmistir.
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DNT Dioksigenaz gen fragmenti (6,8 kb)

dntda dntAb ORF dntdc dntAd
Ferrrodoksin Ferrodoksin Okuma ISPa ISPB
oksidorediiktaz gercevesi

Sekil 2.6. Dioksigenaz gen ailesi

2.3.3.2. 4-metil-5-nitro katesol (4M5NC) monooksigenaz enzimi

2,4-DNT'nin metabolik yolundaki ikinci basamak oksigenolitik denitrasyon
reaksiyonu igerir ve metilnitrokatesol 2-hidroksi-5-metilkinon'a doniisiir. dnt
genlerine ait haritalama sonuclari, MNC monooksigenaz enzimini kodlayan genin
(dntB) dntA gen ailesinin altinda, 1683 bg¢’lik bdlgesinde yerlestigini gostermektedir
[24].

2.3.3.3. Trihidroksitoluen (THT) oksigenaz

2,4,5-THT oksigenaz meta-halka flizyon enzim ailesiyle benzer dizileri
icermektedirler. 2,4-DNT metabolik yolunda halka kiran enzim olarak gorev

yapmaktadir [24].

2.3.4. Biyodegradasyona Etki Eden Faktorler

2.3.4.1. Sicaklik

Biyodegradasyonda sicaklik, maddenin kimyasal kompozisyonunda ve fiziksel
dogasinda, mikroorganizmalarin metabolizmasinda ya da mikrobiyal toplulugun

kompozisyonunda etki gosterebilir [28].

Park vd., Pseudomonas sp. susu tarafindan TNT’nin degradasyonunun
optimizasyonu ile ilgili yaptiklar1 calismalarinda, sicakligmm 30 °C’ye kadar

artmasinin biyokiitle ve degradasyon hizin1 6nemli dl¢iide artirdigini, fakat sicakligin
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30 °C’den fazla olmas1 durumunda ise biyokiitle ve degradasyon hizinda ani diisiise

neden oldugunu gézlemlemislerdir [29].

2.3.4.2. Oksijen

Bakteriler ve funguslar tarafindan yapilan alifatik, aromatik ve siklik
hidrokarbonlarin katabolizmasinda oksigenaz enzimlerinin substrati1 okside etmeleri
icin oksijen gereklidir. Toprakta oksijen miktari, mikrobiyal oksijen tiiketimine,
toprak tipine, suyla olan doygunluguna ve oksijenin tiikkenmesine neden olabilecek

substratlarin varligina baghdir [30].

Hughes vd., Clostridium acetobutylicum tarafindan 2,4-DNT ve 2,6-DNT'nin
anaerobik sartlardaki degradasyonunda, 2 izomerin de hidroksilaminonitrotoluenlere

doniistiigiinii gdzlemlemislerdir [31].

Boopaty vd., patlayict maddelerin anaerobik degradasyonu ile ilgili yaptiklari
calismada, TNT’nin indirgenebilmesi i¢in 0zgilil elektron alicilarina gereksinim

oldugunu gostermislerdir [32].

2.3.4.3. Nutrient varlig

Atlas tarafindan, diisiik derisimde inorganik nutrient iceren sulu g¢evrelerde
hidrokarbonlarin yayilmasimin, asir1 yiiksek karbon/azot ya da karbon/fosfor ya da
her ikisinin birden artisina neden oldugu ve bu durumun mikroorganizmalarin

gelisimi i¢in elverissiz oldugu belirtmistir [28].

Gupta vd., 2,4-DNT’nin biyodegradasyonunda besiyerine ek nutrient kaynagi
olarak kiimes saman suyu eklemis ve sonug¢ olarak degradasyon hizinin arttigini

saptamsglardir [31]. Yapilan benzer bir ¢aligmada kiimes samaninin 2,4-DNT ve 2,6-
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DNT’nin degradasyon hizin1 artirdig1 ve degradasyon siiresince diger ara iirlinlerin
olusmadig1 saptanmustir [33]. Zheng vd., Arthrobacter nitroguajacolicus ZJUTBO06-
99 susunun akrilonitril degradasyonunda besiyerinde Hg™, Ag™ Cu™ metal

iyonlarinin varliginin enzim aktivitesini inhibe ettigini belirlemislerdir [34].

Park vd., 2,4,6-TNT’nin Pseudomonas putida tarafindan degradasyonun
optimizasyonu ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada, ortamda ek karbon kaynagi olarak misir
maserasyon sivisinin ve seker kamisi melasinin degradasyon hizini artirdigini
belirtmiglerdir [29]. Yapilan bir¢ok c¢alismada besiyerine maya oziitli ilavesi ile

destek besin saglandigi belirtilmistir [26,35,36].

2.3.4.4. Tuzluluk

Shiaris’in  koy sedimentinde yaptig1 c¢alismasinda, tuzlulugun PAH
degradasyonuna olan etkisinin alan ve substrata gore degistigini tespit etmistir.
Fenantren ve naftalinin mineralizasyonu ile tuzluluk arasinda pozitif korelasyon
saptanirken; Benzo[a]pyrene degradasyonu ile negatif korelasyon oldugu

saptanmistir. Tuzlulugun substratin ¢oziiniirligiine etki ettigi belirtilmistir [37].

2.3.4.5. Basing

Basincin hidrokarbon biyodegradasyonuna etkisi en fazla derin deniz
ortaminda 6nemlidir. Schwarz vd., yaptiklar1 calismada tetradekan, hekzadekan ve
karisitk  hidrokarbon  substratlarinin = derin  deniz  sedimentindeki  karisik
mikroorganizma toplulugundaki degradasyonunu incelemislerdir. +4 C°de, yiiksek
basing altinda hekzadekanin %94’ 40 hafta sonra gergeklesirken, 1 atm basingta 8
haftada gerceklestigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak derin deniz ortamindaki
mikrobiyal populasyonlar tarafindan petroliin degradasyonu ¢ok yavas olmakta ve bu

hidrokarbonlar yillar siiresince birikim yapmaktadirlar [28].
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2.3.4.6. Su aktivitesi

Topraktaki su aktivitesi ya da su potansiyeli 0,0 ile 0,99 oranlar arasinda
degisebilmektedir. Buna karsin sulu ortamlarda su aktivitesi yaklagik 0,98 degerde ve
kararlidir. Hidrokarbon degradasyonunun karasal ekosistemde sinirli olmasinin
nedeni mikroorganizmalarin gelisme ve metabolizmalart i¢in kullanilabilir su

miktarmin bu seviyelerde olmasi olabilir [28].

2.3.4.7.pH

Cogu sulu c¢evreye zit olarak, topragm pH degeri oldukca cesitlilik
gostermektedir (pH 2.5-11). Heteretrofik bakterilerin ¢ogu ve funguslar nétre yakin
pH’1 tercih ederler. Bununla beraber funguslarin asidik ortama toleransi1 fazladir.
Ekstrem pH’larin mikroorganizmalarin hidrokarbon biyodegradasyonuna olumsuz

etkisi oldugu saptanmistir [30].

2.3.4.8. Ortamdaki bitki varliginin etkisi

Steven D. Silicano vd., yaptiklar1 bir ¢aligmada; poliaromatik bilesiklerle
kirlenmis alanin biyodegradasyonu sirasinda topraga uygun bitkilerin ekiminin
degradasyon aktivitesinin 2 katina ¢ikardigin1 tespit etmislerdir [38].
Biyodegradasyonun fitoremediasyon uygulamasiyla desteklediginde alanin
temizlenme siiresinin yartya diistiigii goriilmiistiir. Bu etkinin bitkiden salinan kok
salgilarinin ~ mikroorganizmalarin  kompozisyonunda  degisiklik  yapmasiyla

gerceklestigi tespit edilmistir [38].

Nepovim vd., Phragmites australis, Juncus glaucus, Carex gracillis ve Typha

latifolia bitkilerinin in vitro kosulda 2,4,6-TNT degradasyonunu gozlemlemisler ve
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10 giin i¢inde yaklasik %90 oraninda degradasyon saptamislardir. Burada bitkiler ve

mikroorganizmalarin sinerjitik etkisinin varligi belirtilmistir [39].

2.4. DNT DEGRADE EDEBILEN BAKTERI VE FUNGUSLAR

Giliniimiize kadar yapilan c¢alismalarda, deniz ve toprak Orneklerinde
nitroaromatik bilesikleri degrade eden Onemli aerobik bakteriler Pseudomonas,
Burkholderia, Clostridium, Mycobacterium, Enterobacter, Variovorax, Arthrobacter,

Rhodococcus olarak tanimlanmistir.

Bakterilerin diginda funguslarla yapilan calismalarda da bir¢ok fungusun
nitroaromatik bilesikleri degrade edebildigi tespit edilmistir. Jackson vd., ligninsiz
kosullarda Phanerochaete chrysosporium fungusunun 2,4-DNT ve 2,4,6-TNT’yi
degrade ettigini gozlemlemislerdir [40]. Parrish, TNT ve 2,4-DNT’nin fungal
degradasyonunu calismis ve 190 fungustan 98’inin TNT’yi pargaladigini; buna
karsin 5 tanesinin de 2,4-DNT’yi parcalayabildigini tespit etmistir [41].

Shin vd., anaerobik bakterilerden Lactococcus lactis ile yaptiklan ¢alismada
DNT izomerlerinin anaerobik biyotransformasyonunu gerceklestirdigini teshis
etmislerdir [42]. Patlayict1 maddelerin siilfat rediikleyici metanojenik bakteriler
tarafindan anaerobik biyodegradasyonu ise Boopathy vd. tarafindan calisilmigtir

[32].

2.5. ARTHROBACTER GENUSUNUN OZELLIKLERI

Durgun faz kiltiirleri (2-7 giin) genellikle 0,6-1,0 pm c¢apinda kokoid
hiicrelerden olusur. Kokoid hiicerler taze besiyerine ekildiginde oldukga fazla tirerler

ve bdylece diizensiz ¢ubuk karakteristigi gdsteren ekponansiyel faz kiiltiirleri elde
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edilir. Baz1 hiicreler V seklinde kivrilmalar gdsterirken bazilar1 daha kompleks koseli

formlar olusturabilmektedir.

Hiicrelerin boyutlar1 ¢esitlilik gostermekle beraber, genelde 0,6-1,2 um
capindadir. Durgun fazda gelisme siirecinde cubuklar zamanla kokoid karakter
gostermeye baslamaktadir. Cubuk ve kokoid formlarin ikisi de Gram pozitiftir ve
dekolorize olabilirler. Endospor olusturmazlar. Hiicre duvarinda peptidoglikan yapis1
diaminoasit olarak lizin igermektedir. Zorunlu aerobiktirler. Yasamlarini
stirdiirdiikleri optimum sicaklik 25-30 °C’dir. Maya 6ziitii ve pepton besiyerinde ve

notral pH’da basarili bir sekilde tirerler [43]

Arthrobacter genusu korniform bakterilerden olusmaktadir. Bunlar morfolojik
olarak Gram ozellikleri bakimindan ¢ok ¢esitli bulunabilmektedirler. Belirgin
bicimde iki basamaktan olusan kompleks bir yasam dongiisiine sahiptirler. Kiiltiir
cok gencken; hiicreler cansiz, Gram negatif ¢ubuk seklindedir. 1-2 giin sonrasinda
cubuk seklinde gozlemlenebilirler. 30 saat sonrasinda ise hiicreler kiiciiliir, Gram
pozitif kok, cubuk sekline doniisiirler. Arthrobacter’ler spor olusturmazlar ve Gram
pozitif bakterilerin olusturdugu Actinobacteria kolunun iyeleridirler. Bir¢ok

Arthrobacter ihmal edilecek diizeyde smirl bir hareketlilik gosterirler [44].

Solunum metabolizmasina sahiptirler, asla fermentasyon yapmazlar. Pepton
medyumda glukoz ya da diger sekerlerden asit ya hi¢ liretmezler ya da c¢ok az
tiretirler. Seliilozu hidroliz edemezler. Katalaz pozitiftirler, DNaz iiretirler, Jelatini
hidrolize ederler. Tiirlerinin ¢ogu tek organik biiylime faktorii olarak biyotine ihtiyag

duymaktadir [44].

Arthrobacter’ler kanlh agarda ufak koloniler olustururlar. Renkleri sari-beyaz
arasinda ¢esitlilik gostermektedir ve koloni ¢aplar1 2 mm civarindadir. Toprakta

yaygin bir sekilde bulunmaktadirlar ve c¢ok c¢esitli maddeyi metabolize
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edebilmelerinin yaninda c¢ok tehlikeli toksik materyalleri de degrade
edebilmektedirler [43].

2.5.1. Arthrobacter genusunun degrade ettigi bilesikler

Arthrobacter genusu liyeleri toprakta yaygin olarak bulunurlar ve ¢ok ¢esitli
aromatik ve alifatik bilesikleri degrade etme yetenegine sahiptirler [45,46,47].
Feniliire, fenil karbamat gibi herbisit ve pestisitlerin degradasyonunda 6nemli rol
oynadig1 yapilan ¢alismalarla belirtilmistir [48,49,50,51]. Jain vd., Arthrobacter sp.
susunun p-nitrofenol bilesigini 1,2,4-benzenetriol yoluyla degradasyonu iizerine
yaptiklar1 c¢aligmada, nitro gurbunun monooksigenaz yoluyla ayrildigimi tespit
etmislerdir [36]. Yapilan c¢alismalarda Arthrobacter suslarmin endiistriyel
atiksulardaki yiiksek nitrat derigimine téleranshi olduklari, 1 M nitrat igeren ortamda
yasayabildikleri ve nitrati azot kaynagi olarak kullandiklar1 belirtilmistir [52,53].
Ayrica Arthrobacter suslarinin agir metllerden nikelin yiiksek konsantrasyonuna
toleranslt oldugu Margesin vd. tarafindan bildirilmistir [54]. Arthrobacter suslarinin
kagit hamuru ve kagit iiretimine ait aktif camurdan izolasyonu Blondeau vd.
tarafindan belirtilmigtir. Aktif camurda seliilolitik, amilolitik ya da proteolitik bir
aktivisinin olmadigi, sadece flok olusumunda 6nemli oldugu vurgulanmistir [55].
Aktif camur prosesinde Arthrobacter’lerin karbonhidrati pargalayici ozelligi ise
Horan vd. tarafindan belirtilmistir [S6]. Tope vd., TNT’ nin Arthrobacter sp. susunun
tuutklanmis ve durgun faz kiiltiirii ile transformasyonunu ¢alismis ve susun TNT yi
aerobik kosullarda di ve mononitrotoluenlere doniistiirdiigiiniic  bulmuslardir.
Immobilize edilmis hiicrelerin durgun faz hiicrelerine gére daha basarili olduklar:
tespit edilmistir [57]. Westerberg vd. yaptiklarnn calismada, Arthrobacter
cholorophenilus susunun yiiksek derisimde 4, klorofenolii degrade ettigini tespit

etmiglerdir. [58]

Arthrobacter genusunun bazi iiyelerinin tarimsal pestisitleri Streptomyces

tirleriyle sinerjitik olarak etkileserek degrade ettigi tespit edilmistir. Birlikte
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bulunduklarinda organofosfat diazinonu tamamiyla degrade ettikleri, yalmiz
bulunduklarinda ise iki genustan hi¢birinin bu bilesigin varliginda gelisemedigi tespit

edilmistir [43]

2.6. BIYODEGRADASYONDA KULLANILAN MOLEKULER TEKNIKLER

Biyosferdeki mikroorganizmalarin ¢ogu, ksenobiyotikleri karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanmaktadir. Ksenobiyotiklerin degradasyonu i¢in olduk¢a benzer
ve metabolik yollar ve enzim sistemleri, ayr cografik alanlardan izole edilen akraba
olmayan bakterilerce paylasilmaktadir. Genellikle aym evrimsel orjinden kdken
almis cesitli plazmid ve bakterilerdeki katabolik genler benzerdir. Bircok katabolik
gen gruplari, bakterilerin yeni katabolik aktiviteye adaptasyonunu saglayan delesyon,

duplikasyon, insersiyon gibi yeni diizenlemelere maruz kalmistir [59]

Mikrobiyal biyokatalitik reaksiyonlarin veritabaninin biiyiik bir kismm
tamamlanmis olup, yaklasik 140 metabolik yol, 930 reaksiyon, 880 bilesik ve
araiiriin, 590 enzim, 340 mikroorganizma, 250 biyotransformasyon ve 50 organik
fonksiyonel grup igermektedir. Bu wverilerin ¢ogu saf kiiltiir caligmalariyla
olusturulmustur. Giiniimiizde gelistirilen molekiil teknikler, arastirmacinin direk

kontamine alanda calisabilmesini saglamistir [9].

Ksenobiyotiklerin degradasyonunda rol alan katabolik genlerin incelenmesinde
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Ters Transkiptaz-PCR (RT-PCR), Denatiire
Gradient Jel Elektroforezi (DGGE), Mikroarray, Floresan Yerinde Hibritleme (FISH)
gibi diziye bagimli yontemlerle beraber, Diferansiyel Goriintilleme (DD) Stabil
Izotop Proplama (SIP) gibi diziden bagimsiz calisilan metotlar da
uygulanabilmektedir (Cizelge 2.1.) [9,60].
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Cizelge 2.1. Ksenobiyotikleri degrade eden katabolik genlerin tanimlanmasi ve

cesitliliginin teshisi icin kullanilan molekiiler yaklagimlar.

Molekiiler yaklasim
Kaynak Referans
Hedef gen
nahAc Dejenere primer ile | Yeralti suyu Wilson vd.
RT-PCR (kiiltiirden bagimsiz) 1999
phnAc, nahAc ve | . . ) Lloyd-
Bir¢ok primer ile Toprak o6rnekleri
glutatyon-S Jones vd.
PCR (kiiltiirden bagimsiz)
transferaz 1999
Dejenere primerler Watanabe
Fenol  hidroksilaz Aktif camur
(LmPH) ile (killtirden b ) vd.
m iltirden bagimsiz
PCR-DGGE s 1998
Prestine ve aromatik
Dejenere hidrakabon ile
Yeates vd.
RHD primerlerle kontamine olmus 1998
PCR toprak(kiiltiirden
bagimsiz)
Lloyd-
Bir¢ok primer ile | PAH toprak bakterileri | Jones vd.
PAH dioksigenaz
PCR (kiiltiire bagimlr) 1999
Dejenere Deniz sediment
) o Allison vd.
nahAc primerlerle bakterileri
1998
PCR (kiiltiire bagimli)
Dejenere Deniz sediment | Hedlund
nahAc primerlerle bakterileri vd.
PCR (kiiltiire bagimlr) 1999
_ Hamann
Dejenere o
) Toprak baterileri vd.
Nah primerlerle
(kiiltiire bagimli) 1999
PCR
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Cizelge 2.1. (devami)

Dejenere Cavalca
) Toprak baterileri
tdC primerlerle vd.
(kiiltiire bagimli)
PCR 1999
PAH dioksigenaz ve | Dejenere Atik su ve yoprak
) o Meyer vd.
katekol primerlerle bakterileri (kiilttire 1699
dioksigenaz PCR bagimli)

) _ _ Nehir suyu, sediment | Widada
phndc, nahAc ve | Bircok primer ile

ve toprak bakterileri | vd.
PAH dioksigenaz PCR

(kiiltiire bagimli) 2002
. _ ) Rhodococcus sp. | Kitagawa
Dejenere primer ile
RHD Strain RHA1(Kiiltiire | et al.
PCR-DGGE
bagimli) 2001

16S rRNA kodlayan genin sekanslanmas1 ve klonlanmasina dayanan molekiiler
yaklagimlar mikrobiyal ekolojide olduke¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu metod,
niikleik asit ekstraksiyonu, 16S rRNA geninin sekanslanmasi, tanimlanmasi ve

filogeni programlarinda kiyaslanarak belirlenmesini kapsamaktadir [60].

Floresan Yerinde Hibritleme (FISH), floresan isaretli RNA proplart fikse
edilmis hiicrelerle hibridize edilip, sentezlenen transkriptlerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bununla beraber floresan isaretli 16S rRNA proplar1 kullanilirak

yapilan filogenetik ¢alismalarla mikroorganzima tanimlanmasi yapilmaktadir [9].

DNA hibridizasyon tekniginde, ¢evresel orneklerdeki 6zgiil mikroorganizma
kimliklerinin belirlenmesi i¢in, dnceden kullanilmis 6zgiil bir prop olan etiketlenmis
DNA kullanilir (Sekil 2.7). Bu tekniklerin bazi sinirlamalar1 olmasina ragmen, hala
dogadaki 6zgiil bir genomun gozlenmesinde yararlidir. Koloni hibridizasyonu sadece

kiiltiire edilebilir hiicrelerin tespiti i¢in kullanilabilir.
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Sekil 2.7. In situ hibridizasyon prosesi. Formaldehit ile fiksasyon yapilarak hiicre
iceriginin elde edilmesi (A). Spesifik prop ile hibridizasyon (B). Marker ile
isaretleme (C). Florasan mikroskobuyla gozlemlenmesi (D) [50].

Ksenobiyotik degrade edicilerin gbzlenmesi i¢in direk hibridizasyon teknigiyle
yapilan ilk ¢alisma, toprak mikroorganizmalarindan TOL (toluen degradasyonu igin)
ve NAH (naftalin degradasyonu icin) plazmidleriyle yapilmistir. Proplar olarak
kullanilan plazmidlerle kolonilerin hibridizasyonu yapilmis ve bu katabolik plazmid
genlerini iceren hiicrelerin miktar1 belirlenmistir. Plazmid yogunlugu ile
mineralizasyon arasinda pozitif korelasyon gozlendigi belirtilmistir. Aromatik
substratlara maruz kalmanin plazmid seviyesinde bir artisa neden oldugu
bildirilmistir ~ [61].  Benzer  teknikler = kreazot  degradasyonu  yapan
mikroorganizmalarin igerdigi xyl/E ve ndoB genlerinin incelenmesinde de

kullanilmustir [62].

Biyodegradasyon genlerine ait mRNA igin tasarlanmis prop ile
mikroorganizmalarin degradatif yeteneklerinin direk olarak gozlenmesi de FISH
teknigiyle mimkiindiir. Pernthaler vd., mRNA FISH tekniginde, mRNA’nin
biitiinliigliniin, hiicre fiksasyon ve gegcirgenligi, prop tipi ve miktarnin, hibrit

formasyonunun stabilitesinin 6nemli parametrelerin oldugunu belirtmiglerdir [63].
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2.7. CALISMANIN AMACI

Bu c¢alismanin {i¢ temel amaci vardir. Bunlardan ilki ham petrolle kirlenmis
topraklardan 2,4-DNT’yi  degrade edebilen bakterilerin  izolasyonu ve
identifikasyonu; ikincisi, Bakterilerin degradasyon sirasinda gereksinim duyduklar
optimum kosullarin belirlenmesi; Ugiinciisii ise, degradasyonda rol alan dinitrotoluen
oksigenaz ve trihidroksitoluen monooksigenaz enzimlerini kodlayan dntAa ve dntD

genlerinin varliginin FISH teknigi ile belirlenmesidir.
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3.  MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL
3.1.1.Kimyasallar

Bu calismada kullanilan kimyasallar Sigma, Merck, Fluka, Fermentas ve

Takara firmalarindan temin edilmistir.
3.1.2.Kullanilan Bakteri Suslari

Bu calismada kullanilan bakteri suslar1 petrol rafinerisi’nden alinan ham petrol

ile kontamine olmusg toprak drneginden izole edilmistir.
3.1.3.Cam Malzemeler

Besiyeri iceren erlenlerin sterilizasyonu 121 °C’de 1,3 atm basingta, 15 dakika
bekletilerek yapilmistir. Petri kaplar1 Pasteur firiminda 200 °C’de, 2 saat siire
bekletilerek steril edilmistir.

3.1.4. Inkiibatorler

Bakteri suslariin kiiltiirii hazirlanirken, kati kiiltiir ortamlarinin inkiibasyonu,
Niive marka EN400 model (Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S.,
Ankara, Tiirkiye) inkiibator ile gerceklestirilmistir. Calismada kullanmilan bakteri
suslarinin izolasyonu ve 2,4-DNT degradasyonu ig¢in kullanilan sivi kiiltiir
ortamlarinin inkiibasyonu ise Edmund Biihler TH 15 orbital calkalamali inkiibator ile

yapilmistir.
3.1.5. Santrifiij

Izole edilen bakteri susunun genomik DNA ve plazmid DNA izolasyonunda ve
degredasyon testlerinde Nutrient Broth, Luria-Bertani veya C besiyerinde {iretilmis

suslarin ¢oktiiriilmesi agsamasinda Sigma 1-14 typ model santrifiij kullanilmisgtir.
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3.1.6.UV/Visible Spektrofotometre

izole edilen suslarin degradasyon testleri sirasinda, kiiltiirlerin biyokiitle
artiglari1  belirlemek amaciyla Perkin Elmer marka Lambda EZ 210 serisi
UV/Visible spektrofotometre (Perkin Elmer Instruments, Norwalk, A.B.D.)

kullanilmistir.
3.1.7.UV/White Transiliiminator

Agaroz jel elektroforezi sonuglart UVP White/ Ultraviolet Transiliiminator

(UVP CA 91786, U.S.A) cihaz ile goriintiilenmistir.
3.1.8. Yiiksek Performans S1vi Kromatografisi (HPLC)

Bakteri susunun degradasyon yetenegini 6lcmek icin 10 giinliik inkiibasyon
siiresince yapilan Ol¢iimler i¢cin  HPLC Perkin Elmer Series 200 Cihazi
kullanilmustir. Kolon olarak ODS-2-C-18 kolon, dedektor olarak da UV dedektor

kullanilmustir.
3.1.9. Epiflorasan Mikroskop

Floresan Yerinde Hibritleme (FISH) metodu ile bakteri susundaki degradatif
genlerin varligi gozlenmistir. WU, WG ve WB filtre kiiplerini igeren Olympus BX51
model floresan mikroskop kullanilarak gézlenmistir. Cekilen fotograflar Olympus

DP-BSW analiz program ile goriintiilenmistir.

3.1.10. Besiyerleri
3.1.10.1.MM9 (Modifiye Mineral) besiyeri

Izolasyon ve degradasyon deneylerinde kullanilmistir [64].

NaH,PO4(7H,0) 60 g
KH,PO4 30g
NH,Cl 10g
NaCl 5¢g
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MgSO04
2,4-DNT
* Agar
Distile su

Mineral Tuz Cozeltisi

*Sadece kat1 ortam hazirlanirken ilave edilmistir.

3.1.10.2.Mineral tuz ¢ozeltisi

ZnCl,
MnCl,
CoCl,

NiCl,
Na-molibdat
CuCl,

Distile su

3.1.10.3.GSP Agar

Bakteri izolasyonunda kullanilmistir [65].
Na-L-Glutamat
Coziiniir nisasta
KH,PO4
MgSO4
Fenol kirmizist
Agar

Distile su

3.1.10.4. Luria- Bertani (LB) Bulyon

Tripton
Maya 6ziitii
NaCl

Distile su

0,52 ¢g
0,1g
15¢g
1L

2,5 mL

50 mg
30 mg
200 mg
20 mg
10 mg
10 mg
1L

10g
20g

0,5¢g
0,36 g
13 g
1L

10g
5g
Sg
1L
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3.2. YONTEM
3.2.1. Bakteri Suglarmin Kiiltiirli ve Muhafazasi

Bakteri suglari, 100 0,1 g/l 2,4-DNT igeren MM9 minimal agarli kat1 besi

yerlerine ekilerek buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.2.2.Bakteri Izolasyonu

Petrol rafinerisinden alinan ham petrolle kirlenmis toprak 6rneklerinden bakteri

izolasyonu yapmak i¢in zenginlestirilmig kiiltiir yontemi kullanilmigtir. Bunun igin;

1. 1 g toprak Ornegi alinarak 10 mL steril distile su i¢inde siispanse edilmis,
hazirlanan bu siispansiyon 2000 devir/dakikada 10 dakika santrifiij edilerek toprak

partikiilleri ¢oktlriilmistiir.

2. 2,4-DNT’yi degrade eden bakterilerin izolasyonu igin, iist kisimda kalan sividan
500 pL omek almarak 100 mL’lik 100 g/L 2,4-DNT iceren Modifiye M9
(MMD9)besiyerine inokiile edilmistir [26].

3. Kiiltiirler 30 °C’de 150 devir/dakika c¢alkalanmak suretiyle, 10 giin inkiibe
edilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlerden 1 mL alinarak tekrar MM9 besiyerine

inokiile edlimistir. Bu pasajlama islemleri 3 kez tekrar edilmistir.

4. MM Kkiiltiirlerinden seri diliisyon yontemiyle GSP agara ve Nutrient agara yayma
ekim yapilmistir. Burada iireyen koloniler 100 g/L 2,4- DNT iceren MM9 Agar egik

kat1 besi yerine ekilerek buzdolabinda saklanmustir.

5. Nutrient Agarda ¢izgi ekimi yapilan 15 sug, 100 mL’lik 100 g/L 2,4-DNT igeren
stvibesiyerine ekilmistir ve 10 giin siireyle inkiibe edilmistir. Kiiltiirler arasinda en

cok tireme goriilen suslar secilmistir.
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3.2.3. 2,4-DNT’nin Biyodegradasyonu

1. Segilen suslar 100 mL’lik MM9 sivi besiyerine alimmig ve 30 °C’de 150
devir/dakika’da, her giin 2 mL Ornek alinmak {iizere, 10 giin siireyle inkiibe

edilmigtir.

2. Alman oOrneklerden 1 mL’si, bakteri yogunlugunun belirlenmesi amaciyla,

spektrofotmetrede 600 nm dalga boyunda absorbans(Aggo) degerleri tespit edilmistir.

3. Diger 1 mL’lik 6rnek, eppendorf tiiplerine alinmis ve HPLC analizi i¢in buzlukta

saklanmigtir.

4. Veriler grafik haline getirilmis ve aralarinda tiremenin en iyi gozlendigi bakteri

susu tespit edilmistir.
3.2.4. Bakterilerin Optimum Ureme ve Degradasyon pH’sinin Belirlenmesi

Secilen bakteri susunun pH 4-9 araligindaki lireme ve degradasyon yetenegi
test edilmistir. 10 Giinliik inkiibasyon siiresince hergiin 2 mL &rnek alinmis ve 1
mL’si spektrofotometrede bakteri yogunlugunu o6lgmek icin, 1 mL’si de HPLC

analizi i¢in kullanilmigtir.
3.2.5. Bakterilerin Optimum Ureme ve Degradasyon Sicakliginin Belirlenmesi

Secilen bakteri susunun 25-45 °C araligindaki iireme potansiyeli ve
degradasyon yetenegi analiz edilmistir. Bunun i¢in 100 mL MMS9 besiyerine ekilen
bakteri susunun 5 giinliik inkiibasyonu yapilmig ve 5. giiniin sonunda, 2 mL 6rnek
toplanmigtir. 1 mL’si spektrofotometrede Agoo degerleri i¢in kullanilmigtir. Kalan 1

mL’si ise HPLC analizi i¢in saklanmustir.
3.2.6. HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Secilen bakteri susunun 2,4-DNT’yi parcalama diizeylerini belirlemek
amaciyla, 10 giinliik inkiibasyon siiresince giinliik alinan 6rnek ¢ozeltilerin kantitatif
analizleri yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak yapilmastir.

Analizlerde ODS C-18 kolon kullanilmistir. Hareketli faz olarak metanol:su (50:50)
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kullanilmistir. Analizde UV dedektérde okunacak dalga boyu 254 nm, akisg hizi 1
mL/dk, enjeksiyon hacmi 20 pL olarak secilmistir [3]. Standart grafiginin elde
edilmesi icin 0,1, 0,08, 0,06, 0,04 ve 0,02 g/l DNT iceren standart c¢ozeltiler
hazirlanip HPLC de analiz edilmistir. HPLC’de analiz edilen standart ¢ozeltilerin
derisimlerine karsi, pik alanlarmin grafigi elde edilmis, buradan bulunan dogru

denkleminde 6rnegin pik alan1 yerine konulmus ve derisimi bulunmustur.

HPLC de analiz edilmeden 6nce; kiiltiir ortamindan aliman 6rnekten 700 pL
almip, 700 pL asetonitril ile karistinnlmistir. Karisim 6nce vortekslenip, sonra 3000
devir/dk’da 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz dikkatlice alinip 0,45 pm’lik filtreden

gecirilmigtir.
3.2.7. Substrat Tiiketim Kinetiginin Hesaplanmasi

Substrat tiiketim kinetiginde Monod denklemi kullanilmistir [66]. Substrata
bagli mikrobiyal ¢ogalma tespit edilmis ve buna goére substrat tiiketim hizlan

bulunmustur. Birinci dereceden rediiksiyon modeline gore hesap yapilmustir.

In S=lne™

So

S : substrat miktar
So: 1lk andaki subs. miktari
k : 6zgiil substrat kullanim hiz1

t : zamanV

3.2.8.Plazmid Eliminasyonu

2,4-DNT degradasyon yeteneginin serbest plazmid DNA’lardan kaynaklanip
kaynaklanmadigini belirlemek amaciyla test edilen bakteri susunda plazmid
eliminasyon testi yapilmistir. Plazmid eliminasyon testinde ise asagidaki basamaklar

takip edilmistir:

1. Bakteriler, icerisinde 500 pg/mL ethidium bromid bulunan Nutrient Broth
besiyerine ekilerek 24 saat, 30 °C’de inkiibe edilmistir.
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2. Inkiibasyon sonunda, 100 g/L DNT iceren MMO agar besiyerine ve kontrol olarak

da Nutrient Agar besiyerine ekilmistir.

3. Yapilan paralel ekimlerde, her iki besiyerinde {iireyen koloni sayilari

karsilastirilarak eliminasyon diizeyi saptanmustir.
3.2.9.Bakteri Susunun Identifikasyonu ve Filogenetik Analizi

Test edilen bakteri susunun 16S rRNA sekansinin DGGE analizi yapilmis ve
c¢ikan sonu¢ FinchTV programinda iglenip BLAST analizi yapilarak teshis edilmistir.

1. Nutrient broth’da iiretilen bakteri susunun genomik DNA izolasyonu Qiagen

DNeasy Blood&Tissue Kiti ile yapilmistir.
2. Izole edilen DNA Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmistir.

Tiip basina toplam konstrasyon degerleri

0,2 X Taq buffer (Applied Biosystems)

1,5 mM MgCl

0,25 mM dNTP (Fermantas)

0,03 U AmpliTaq Polimeraz (Applied Biosystems)
0,4 pmol her bir primer (16S genini tiimiinii ¢cogaltan)

300 ng Bakteriyal Genomik DNA

3. PCR firiinlerini 6ziitlemek i¢in Macherey-Nagel NucleoSpin Extract II kiti

kullanilmuastir.

4. PCR iirtini DNA’nin dizi analizi, Bigdye Cycle Sequencing kit v.3.1 ile
yapimigtir. DNA dizi analizi igin ABI 3130XL Genetic Analyzer cihazi

kullanilmastir.

5. NaOAC-EtOH saflagtirma yontemi ile DNA dizi analizi saflastirmas1 yapilmstir.
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6. Dizi analizinden ¢ikan sonuglar NCBI gen bankasindaki referans genomlarla
eslestirilmis ve Fast "Minimum Evolution Tree" yontemi kullanilarak filogenetik

analiz yapilmistir.
3.2.10. Genomik DNA izolasyonu

Fermentas Genomik DNA izolasyon kiti (Genomic DNA purification Kit #
KO0512) ile genomik DNA izolasyonu yapilmistir:

1. Genomik DNA izolasyonu yapilacak bakteri susu Nutrient Broth besiyerinde 30

°C’ de bir gece inkiibe edilmistir.

2. Bakteri kiiltiirinden 10 mL alinip, 7500 devir/ dk’da 10 dakika santrifiij

edilmigtir.
3. Ust faz uzaklastirilip ¢okelti {izerine 200 uL TE tamponu (pH:8) eklenmistir.

4. Ornek iizerine 400 pL liziz soliisyonu eklenip karistirilmis ve 65 °C’de 5 dakika
inkiibe edilmistir.

5. 600 pL Kloroform eklenip, birkag kez ters-diiz edilmis ve 10000 devir/dk’da 2

dakika santrifiij edilmistir.

6. Santriflij sonras1t DNA igeren {ist faz yeni bir eppendorf tiipline aktarilmis ve

presipitasyon soliisyonu eklenmis ve 10000 devir/dk’da 2 dakika santrifiij edilmistir.

7.Ust faz uzaklastirilip ¢kelti iizerine 1,2 M NaCl soliisyonundan 100 pL eklenip

karistirilmistir.
8. 300 uL soguk etanol eklenip, -20 °C’de, 10 dakika bekletilmistir.

9. Sonrasinda 10.000 devir/dk’da, 3 dakika santrifiij edilmistir. Etanol
uzaklastirildikdan sonra 100 pL steril distile su eklenip, -20 °C’de saklanmistir.
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3.2.11. Agaroz Jel Elektroforezi

1. Izole edilen genomik DNA ornegi %0,7’lik agaroz jelde, 60 Volt’luk akim

uygulanarak, 180 dakika siireyle ayrigtirilmigtir.

2. Elektroforez bitiminde jel

EtBr igeren

transiliiminatdr iizerine konularak goriintiilenmistir.

soliisyonda boyanmis ve

uv

3. Kromozomal ve plazmid DNA’larin biiyiikliigii, DNA Size (Version 1) adli

bilgisayar program kullanilarak belirlenmistir.

3.2.12. Floresan Yerinde Hibritleme (FISH)

Floresan isaretli primerler, Metabion (Metabion International AG Lena-Christ-

Strasse 44/1 D-82152 Martinsried/Almanya) ve Microsynth (Schiitzenstrasse 15,

Postfach 63 CH-9436 Balgach, Isvigre) firmalarma sentezletilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kullanilan primerler [3].

Lo Flourokrom
PROB GEN DIZISI
boya

5'- Cy3- GCT GCC TCC CGT
Eub Cy3

AGG AGT-3'

5'- Cy3- ACT CCT ACG GGA
Noneub Cy3

GGC AGC-3'
646 F (dntAa geninin ileri | 5'- FITC- AAC TGG TAG TAG FITC
dizisi) AAC CCC TC-3'
1687 R (dntAa geninin geri | 5'-FITC- GGG GTT CAC TCA EITC
dizisi) TGG CTT GG- 3'
81 F ( dntD geninin ileri | 5'- Cy3- CCA TGT CCG TTG ova
dizisi) CAG ACATT-3' Y
1040 R (dntD geninin geri | 5'- Cy3-GCT ACT GGG TTC ova
dizisi) AGT TGT GC -3' Y
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Cizelge 3.2. Hibridizasyon soliisyonu

Kimyasal Derigim Hacim
NaCl 5M 360 uL
Tris-HCI(pH 7.2) IM 40 uL
SDS %10 2 uL
Formamid %30 600 uL
Bidistile H,O 1000 pL

Cizelge 3.3. Yikama tampon soliisyonu

Kimyasal Konsantrasyon Hacim
NaCl 5M 1000 uL
Tris-HCI (pH 7.2) IM 1000 L
SDS %10 50 uL
NaH,PO;4 (pH 7) 250 mM 1000 uL
Bidistile su ile

50 mL

tamamlanacak hacim

1XPBS (fosfat tamponu):

10 mM sodium fosfat (10 mM Na,HPO, ile 10 mM NaH,PO4’iin 1000 mL distile
suda ¢ozdiiriilmesiyle hazirlanmistir) ile 130mM NaCl, 1000 mL distile suda
¢Ozdiriilmiis, pH’s1 7.2°ye ayarlanarak hazirlanmistir.

1. Kontamine topraktan alinan 5 g numune havanda ezilip, %50 etanol-numune

olacak sekilde alinip vorteksle karigtirilmustir.
2. Karisimdan alman 1 mL 6rnek, 13.000 devir/dk.’da, 3 dk santrifiij edilmistir.

3.Ust faz uzaklastirilip ¢okelti iizerine 0,5 mL 3 X PBS eklenip, 25 kez

siringalanmistir. Bu islem ii¢ kez tekrar edilmistir.

4. Sonrasinda 0,75 mL %4’liikk paraformaldehit (PFA) eklenerek, 3 saat +4 °C’de
bekletilmistir.
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5. 3XPBS ile yikama asamasindan sonra 0,5 mL etanol + 0,5 mL 1 X PBS

eklenerek, 50 kez siringalanmig ve -20 °C’ de saklanmustir.

6. Fikse edilmis Orneklerden, 250 pL almip, 13000 devir/dk.’da, 3 dk santrifiij

edilmigtir.

7. Cokelti iizerine 0,5 mL 3 X PBS eklenip, 25 kez siringalanmis ve 13.000
devir/dk.’da, 3 dk santrifiij edilmistir.

8. Cokelti lizerine 0,5 mL distile su eklenip 25 kez sirigalanmustir.

9. Teflon kaplamali kuyucuklu lam {iizerine, kuyucuk hacmine gore 6rnek konulup

46 °C’ de kurutulmustur.

10. Kuyucuklara 10 pL 1 X PBS ve 2 pL Lizozim eklenip, 37 °C’de, 5 dk inkiibe

edilmistir.
11. Sonrasinda sirastyla %50-80-96’11k etanol serisinde 3’er dakika bekletilmistir.

12. Ornek igeren lamlar kurutuldukdan sonra, 17 pL hibridizasyon ¢ozeltisi (cizelge
3.2) ve 3 uL prop eklenip zemininde islatilmig havlu kagit olan hibridizasyon

tiipiinde 46 °C’de, 3 saat bekletilmistir.
13. Kuyucuklara 10 pL DAPI boyasi eklenerek, 15 dakika inkiibe edilmistir

14. Yikama tamponunda (Cizelge 3.3) iki kez 7’ser dakika bekletilmis ve sonrasinda

+4 °C distile su ile yikanmistir.

15. 46 °C’de kurutulan slaytlara 5 uL. DABCO antisoldurucu eklenip lamel ile

kapatilmis ve floresan mikroskopta incelenmistir [67,68].
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR

4.1.1. izole Edilen Bakteri Susunun Karakterizasyonu

Petrol Rafinerisi’nden alinan ham petrolle kirlenmis toprak drneginden, karbon
ve azot kaynagi olarak 2,4-DNT igeren MM9 siv1 besiyerinde zenginlestirilmis kiiltiir
yontemi ile iiretilen kiiltlirler, Nutrient agar, GSP agar ve 0,1 g/L oraninda 2,4-DNT
iceren MM9 agara yayma ekim yontemiyle yayilmis ve koloni morfolojisi teshis
edilmistir (Sekil 4.1). 2,4-DNT iceren MM9 besiyerinde ve GSP agarda kii¢iik, seffaf

koloniler halinde, Nutrient agarda ise beyaz koloniler halinde gézlemlenmistir.

01/04/2007 03430

Sekil 4.1. izole edilen bakteri susunun 2,4-DNT igeren MM9 Agardaki iireme
davranisi.

4.1.2. 2,4-DNT Igeren Besiyerinde Ureme Davranisina Ait Bulgular

Izole edilen kiigiik kolonilere ait 15 adet sus, 2,4-DNT igeren MM9 sivi
besiyerinde, 30 °C’de, pH 7°de, 10 giin siireyle inkiibe edilmistir. I¢lerinden en iyi

iireme gdsteren 3 susun Aggo degerleri olgiilmiis ve 11. Susun 2,4-DNT’li ortamda en
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iyi tiredigi goriilmiistiir (Sekil 4.2). Inkiibasyon siiresince maksimum iireme miktar

5. giin olarak tespit edilmistir.

-%a0g

L5 | T %.AU

—1.5U8

o T T T T T T T T T 1
Eontrel 1 2 3 4 b ) T 3 9 10
Inkvibagvon siresi (gin)

Sekil 4.2. 10 giinliik inkiibasyon siiresince iyi iireme gosteren 3 susun zamana bagh
ireme grafigi

Gram boyama ile boyanan saf kiiltiiriin Gram pozitif 6zellik gosterdigi tespit

edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Gram boyama yoOntemi ile boyanan Arthrobacter genusununl(00X
mikroskop goriiniimii.
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4.1.3. Bakteri Susunun Tanimlanmasi ve Filogenetik Analizine Ait Bulgular

Nutrient broth’da iiretilen bakteri susunun genomik DNA izolasyonu yapilmis,
16S rRNA genini kodlayan bolge PCR’da ¢ogaltilmis ve ¢ogaltilan bolgenin DNA
dizi analizi yapilmistir. NCBI gen bankasindaki referans genomlarla eslestirilerek ve

Fast "Minimum Evolution Tree" yontemi kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir
(Sekil 4.4)

Sekanslanan gen dizileri FinchTV adli bilgisayar programinda BLAST analizi

yapilarak 11. susun, %95 giivenilirlikle Arthrobacter chlorophenolicus tirline ait

oldugu tespit edilmigtir.

Eifidobacterium animalis subsp. lactiz AD011
Eifidobacterium langum subsp. infanfis ATCC 15697
PropionibacteHum acnies KPA171202
& Gorynebac ferium jeikeium K411
-] | Corvnebacerium urealvticum DS 7109
® Connebacterium e fficiens v 5 314
9 Cornebacterium glufamicum
L] & 4> Connebacterium aluamicum ATCC 15052
Connebacterium glufamicum ATCC 13052
Cannebacterium diphtheriae NCTC 13129
Saccharopolyspors endhren MRRL 2358
| & Wycobacterium gilvum FYR-GCE
a4 hipcobacherium smeamadis s, MCZ 155

i hivcobacterium bovis BCG st Tokwo 172
i hwcobacterium tuberculosis F11
& Mvcobacterium uberculosis H37 Ra
@ piwcobactedium bovis BCO st Pasteur 1173P2
b & @ hwobacterium bovis AF2122/97
0 Ky obacterium tuberculasis H37? Ry

twcobacteium fuberculosis COC1551

Rhodecoccus endhropolis FR4

Mocardivides sp. 15614

Salinispora arenicola CN S 205

Salinispora fropica CN E- 4400

F® o Frankinsp. EAN e
49 Frankiaalni ACH 143,
Frankia sp. Ccl3
& Geobacillus kaustophilus HTA426
Anoxybacillus flavithermus W1
Exiguabactetium sibiricum 255 15
@ o Lactobacillus casel 6L2 3
5 Lartobarillus casei ATCC 334
Bacillus cereus E35L
2 Baillus cereus 4TCC 10987
57 Bacillus cereus Q1
Bacillus cereus 03BE102
of Bacillus thuringiensis serouvar konkukian st
o Biaillus anthracis #tr.” Ames Ancestor
Bacillus thuringiensis s1t. 4l Hakam
L] a Bacillus anthracis str. Steme
@ o Bacillus cereus AHE20
Bacillus andhracis str. ames
Bacillus cereus B4264
%5 Baillus cersus 5342
& Bacillus cereus ATCC 14579
Biillus cereus AH1ET
4 T Bavillus cereus subsp, cvtotoris MUH 391.,
o Oceanobacillus ihevensis HTES 31
b Y Geobacillus thermodenitrificans NGE0-2
& & Straptocaccus preumoniae AT.
& 1 Strepfococcus pneumoniae G54
L Streptococcus sanguinis SK3
e Lactobarillus brevis ATCC 567
Lactobacillus sakei subsp. sakei 23K
3 Lactobacillus salivarivs USC11&
Kineococcus rdictolerans SRE30216
4 & Thermobifida fusca 5
& oeobacter metelliveducens G5 15
& Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis NCPPE 562
Y Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
) Leifsonia <ui subsp. =i st CTCEOT

Kacutia thizophila DC2201
@@ unknown 4
o Renibacterium salmaninam ATCT 33209
i1 & arthrobacter chloraphenalicus 45
2 arthrobacter anrescens 11
Arthrobacter sp. FE24

Sekil 4.4. NCBI gen bankasindaki referans genomlarla eslestirilerek ve Fast
"Minimum Evolution Tree" yontemi kullanilarak olusturulan filogenetik agag.
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4.1.4. 24-DNT Degradasyonunda Farkli pH’larda Biyokiitledeki Degisimin

Gozlemlenmesi

Arthrobacter chlorophenolicus susunun pH 4-9 araligindaki pH’larda 10
giinliik inkiibasyon siiresince biyokiitle 6l¢timleri yapilmis ve tireme yogunlugu (Aeoo
nm)’na gore regresyon grafigi olusturulmustur (Sekil 4.5). Biyokiitle dl¢limlerine

gore en iyi tireme pH 7.0’de tespit edilmistir (Sekil 4.6).

25
v =0.8x
g Ram
<
o ‘ L] L] L] L] L] 1
o 05 1 & 2 25 3

mL deki Iicrasayin (X 10 %)

Sekil 4.5. Absorbans 6l¢giimleri i¢in regresyon grafigi.
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Sekil 4.6. Besiyeri pH’sinin bakteri susunun iiremesi {lizerine etkisi
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Tekrarlanan Olglimlii varyans analizi ile istatistiksel olarak; Ago degerleri
bakimindan pH degerleri arasindaki fark anlamli bulunmustur (P<0,05 anlamli kabul

edilmistir).

4.1.5. 2,4-DNT’nin Degradasyonu I¢in Optimum pH Araligmin Saptanmasi

HPLC analizi ile pH 4-9 aralifindaki besiyerlerinde, 10 giinliik inkiibasyon
stiresince hergiin icin tiiketilen 2,4-DNT miktar1 6l¢tilmiistiir. Analiz i¢in 0,02, 0,04,
0,06,0,08,0,1 mg/L derisimlerde standart soliisyonlar hazirlanmig ve regresyon
grafigi elde edilmistir (Sekil 4.7). En iyi degradasyon pH’s1 7 olan besiyerinde
goriilmiistiir (Sekil 4.8). Tekrarlanan Ol¢limlii varyans analizi yapilmistir ve

degradasyon acisindan pH degerleri arasindaki fark anlamli bulunmustur.

y = 48624x + 631128

6000000 -
R? = 0,9993

5000000 -
4000000 -
3000000 -
2000000 -
1000000 -

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Pik Alani

DNT Konsantrayonu (mg/L)

Sekil 4.7. 2,4-DNT miktarinin belirlenmesi i¢in olusturulan regresyon grafigi.
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Sekil 4.8. Besiyeri pH’sinin bakteri susunun 2,4-DNT degradasyonu iizerine etkisi
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4.1.6. 2,4- Farkli Sicaklik Degerlerinde Biyokiitle Degisimi

25, 30, 35, 40 ve 45 °C sicakliklarda biyokiitle degeri hergiin igin,
spektrofotometrede Agpo degerleri Olcililerek yapilmistir. Sonug¢ olarak, en 1iyi
tiremenin goriildiigi sicaklik araligr 30-35 °C olarak bulunmustur. Sicakliga bagl

biyokiitledeki degisim grafigi, degradasyon grafigiyle birlikte verilmistir (Sekil 4.9)

Sicakliga bagli biyokiite artisi verilerinin ANOVA analizi ile istatistiksel
degerlendirmesi yapilmis ve 25 ile 45 °C sicakliklar arasindaki fark anlamli degilken,
diger sicaklik degerleri arasindaki fark anlamli bulunmustur (P<0,05 anlamh kabul

edilmistir.)

4.1.7. 2,4-DNT’nin Degradasyonu I¢in Optimum Sicakligin Saptanmasi

25, 30, 35, 40 ve 45 °C sicakliklarda, 5 giin boyunca inkiibe edilen susun 5.

giin sonunda alinan 6rnekleri HPLC’de analiz edilmistir.

1.00 B0.00

0.80 + _-—-*‘“A"‘-». 70 ooA

080 1 /. T 60 ooé

070 e
o 060 1 ~a T 50.00 g
< 050+ T 40.00

0.40 + 30,00 §

0.30 1 + 20.00:

0.20

010 4 1 10.00E

0.00 ' ' ' ' 000

25 30 35 40 45
Sicoklik *CY

| ——Biyokiitle —¢— DNT Konsanlrasyonu|

Sekil 4.9. Farkli sicaklik degerlerinde degradasyon ve biyokiitledeki degisim
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Sonug olarak optimum biyokiitle artisinin 30-35°C’de gerceklestigi, buna bagh
olarak 2,4-DNT degradasyonunun gergeklestigi optimum sicakligin da 30-35°C
araliginda oldugu bulunmustur. 5. giin sonrasinda biiylimeye bagli olarak DNT
miktarindaki azalmanin da orantili bir sekilde gergeklestigi saptanmustir (Sekil 4.9)
Kruskal-Wallis analizi sonucunda sacede 35 ve 45 °C arasindaki fark anlamli

bulunmustur (p= 0,02 anlamli kabul edilmistir.)

4.1.8. Sabit pH ve Sicaklikta 2,4-DNT’nin Degradasyonuna Ait Bulgular

30 °C sicaklikta, pH 7°de 10 giinliik inkiibasyon yapilmis giinliik biyokiitle ve
degradasyon miktar1 Olgiilmiistiir. Sonu¢ olarak,10 giinliik inkiibasyon sonunda,
%58,4’liikk biiylimeye karsilik 2,4-DNT’nin %34 oraninda azaldigi gozlenmistir
(Sekil 4.10.).

100.00 1.60
%: 90.00 1.40
¥ 80.00
£ 7000 1.20 i
g_ £0.00 1.00 5
£ 50.00 0.80
2 40.00 0.60
2 30.00
E 20.00 0.40
% 10.00 0.20

0.00 4 } 0.00

—#—DNT Konsantrasyonu
—e— Biyokiitle

Sekil 4.10. Sabit pH ve sicaklikta 2,4-DNT konsantrasyonu / Biyokiitle iliskisi
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4.1.9. Substrat Tiiketim Kinetigine Ait Bulgular

Monod denklemi ile, zamana bagli mikrobiyal c¢ogalma hizi kullanilarak

substrat tiikketim hizi tespit edilmistir (Sekil 4.11). Ozgiil substrat kullanim hiz1 ile pH

arasindaki iliski Sekil 4.12°de verilmistir.

250
S -06- N “~ A2
3) ARG
z 08 VX
- 1] +\ \>K
+ NX
1,2 -
-1,4
zaman, saat
& pHA4 pH 4 model A pHS5 = = pnH 5 model
X pHG6 — = =pH 6 model + PpH7? — = = pH 7 model
° pH 8 - = = =pH 8 model
Sekil 4.11. Zamana bagli substrat tiiketim kinetigi
0
-0,5 -
X -1
o -1,5 4
2 -2 ] O\.()\O\(NO
2,5 -
-3
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
log [H+]
O Substrattikenme katsayisi Model

Sekil 4.12. Substrat tiikketim hizinin pH’ya bagl degisimi
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4.1.10. Plazmid Eliminasyonuna Ait Bulgular

2,4-DNT degradasyonu yapan Arthrobacter cholorophenolicus susu igin
yapilan plazmid eliminasyonu testi sonucunda, 2,4-DNT iceren MM9Agarda higbir

kolonininin goézlenmemesi, plazmid eliminasyonunun gergeklestigini gostermistir

(Sekild.13).

Sekil 4.13. EtBr ile muamele edilen bakterilerin Nutrient Agar (A) ve 2,4-DNT’li
MM agar (B)’deki goriinlimii

4.1.11. Agaroz Jel Elektroforezine Ait Bulgular

Genomik DNA izolasyon kiti (Fermentas) ile total DNA izolasyonu ve plazmid
izolasyon kiti (Fermentas) ile plazmid izolasyonu yapilan Arthrobacter
cholorofenolicus bakteri DNA’s1 % 0,7’lik agaroz jelde 50V uygulanarak 180 dakika
boyunca separe edilmis; Arthrobacter chlorophenolicus A6 bakterisinin 8,125 kb

biiytikliigiinde plazmid bulundurdugu gézlemlenmistir (Sekil 4.14).
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Kromozomal DNA

10000 bg
8000 bg

6000 bg
5000 bg

4000 bg
3500 b
3000 bg
2500 bg

8125 bg

2000 bg
1500 be
1000 bg

750 be

500 bg

250 be

Sekil 4.14. Agaroz jel’de ayristirilan kromozomal ve plazmid DNA goriintiileri. Hat
1: 1T kb’lik DNA biiyiiklik markiri. Hat 2: Plazmid DNA. Hat 3:
Kromozomal DNA.

4.1.7. Floresan Yerinde Hibritleme (FISH) Bulgular:

Direkt toprak Ornegi ve saf kiiltiir ile gergeklestirilen FISH caligmasinda
bakteri varligit DAPI boyasi ile tespit edilmistir. EUB338 ve NONEUB proplar ile
pozitif ve negatif kontrolleri yapilmistir. dntda genini kodlayan gen bdlgesine 6zgii
primer (FITC ile isaretli) ile yapilan hibridizasyonun sonucu pozitif olarak
goriilmiistlir (Sekil 4.15). dntD genini kodlayan gen bolgesine 6zgii primer (Cy3 ile
isaretli) ile yapilan hibridizasyonda da pozitif sinyaller goriilmiistiir (Sekil 4.16).
EUB338 probu ile yapilan pozitif kontrol grubuna ait hibridizasyon goriintiileri sekil
4. 17°de, NONEUB probu ile yapilan negatif kontrol gurbuna ait hibridizasyon

gorintiileri sekil 4.18°da verilmistir.
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a)

Sekil 4.15. FITC ile isaretli dntAa genini tagiyan bakterilere ait hibridizasyon
sinyalleri (a) ve DAPI goriintiileri (b).
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Sekil 4.16. Cy3 ile isaretli dntD genini tagiyan bakterilere ait hibridizasyon sinyalleri
(a) ve DAPI goriintiileri (b)
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a)

Sekil 4.17. Cy3 ile isaretli EUB338 probunun kullanildig1 pozitif kontrol grubuna iat
sinyaller (a) ve bu bakterilerin DAPI goriintiileri (b).
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a)

Sekil 4.18. cy3 ile isaretli nonEUB338 probunun kullanildig1i negatif kontrol
grubuna ait sinyaller (a) ve bu bakterilerin DAPI goriintiileri (b).
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4.2. TARTISMA

Nitroaromatik bilesikler, aerobik ve anaerobik sartlar altinda birgok
mikroorganizma tarafindan pargalanabilmektedir. Nitro grubunun elektron yakalama
ozelligi DNT’lerin anaerobik ve aerobik rediiksiyonunu miimkiin kilmaktadir.
DNT’lerin mikrobiyal degradasyonunun oksidatif ya da rediiktif metabolik
reaksiyonlarla gerceklestigi rapor edilmistir [42]. Oksidatif reaksiyonda reaktant
olarak O, gereklidir ve oksijenaz veya peroksidaz enzimleriyle reaksiyonlar
gerceklestirilir. Degradasyon icin etkili bir diger yol ise aerobik ve anaerobik

sartlarda gerceklesebilen aril aminlere rediiksiyonudur [25].

Ham petrolle kirlenmis alanlarda yapilan biyodegradasyon calismalarinda
birgok saf ve karigik bakteri kiltiiri kullanilmistir. Bu bakterilerden en ¢ok
Pseudomonas sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp., Basillus sp., Acinetobacter sp.
one c¢ikmaktadir [69,70,71]. Petrol degradasyonunda 6nemli bir faktor bakteri
tarafindan iiretilen ekstraseliiler emiilsifiyer veya biyosiirfaktanlardir [69]. Rosenberg
vd., petrol degrade edebilen Arthrobacter sp. RAG-1 susunun, hekzadekan, etanol
veya asetat bulunan ortamda emiilsifiyer 6zellikte ekstraseliiler {iriin olugturduklarini
tespit etmislerdir. Bu 6zellikte emiilsifiyer liretmeyen bakterilerin petrolle kirlenmig
alanda gelisimlerinin zayif oldugu; bakteri kiiltliriiniin eksponansiyel fazinda
emiilsifiyer {iretimi ile mikrobiyal gelisim arasinda parallellik bulundugu

belirtilmistir [72].

Ham petrolle kirlenmis alanlarda yapilan calismalarda Arthrobacter genusu
onemli bir yer tutmaktadir. DNT iceren minimal besi ortamindan izole ettigimiz
bakteri suslarinin filogenetik analizleri sonucunda bu bakterilerin Arthrobacter
cholorophenolicus susu oldugu ortaya c¢ikmustir. 2,4-DNT igeren kati1 besiyeri
ortaminda sari-kahverengi renginde, ufak, diizgiin koloniler halinde gézlenmistir. Bu
sonu¢ Zheng vd.’nin Arthrobacter nitroguajacolicus ile yaptiklar1 calisma ve
Reisfeld vd.’nin yaptiklar1 ¢alisma sonuglariyla paralellik gostermektedir [34,71].

Gram boyama yo6temi ile boyandiginda bakteriler Gram pozitif 6zellik géstermistir.
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Evrimsel acidan 6nemli birgok gen veya protein molekiiler kronometre olarak
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda rRNA’y1 kodlayan genler, translasyonel sistemdeki
temel bilesenler, ATPaz proteinleri, ATP sentezleyen ya da hidrolizini yapan enzim
sistemleri, genetik rekombinasyona yardimci olan RecA enzimi, belirli translasyonel
proteinler mikoorganizmalar hakkinda 6nemli filogenetik bilgiler sunmaktadir [73].
Waasbergen vd., derin deniz sediment yiizeyinden izole edilen Arthrobacter
tiirlerinin genetik cesitliligini 16S rRNA ve RecA enzimini kodlayan geni baz alarak
tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak farkli sedimentlerdeki mikroorganizmalarin benzer
genleri paylastigin1 ve buna bagl olarak ortak bir orjinlerinin oldugu belirtilmistir.
recA geni ile olusturulan filogenetik agacta birbirleriyle iliskili gruplar arasinda fazla
cesitlilik gbzlendigi, bu yiizden daha korunmus olan 16S rRNA sekansina dayali
filogenetik analizin daha dogru sonug¢ verecegi belirtilmistir [74]. Koch vd,
Arthrobacter genusuna ait 11 tiir ve Micrococcus genusuna ait 4 tiirin 16S rRNA
analizini yapmislar ve bu iki genusa ait tiirlerle Renibacterium salmoninarum
tiriinlintin filogenetik agacta bu genuslarin hattinda bulundugunu tespit etmislerdir.
Birbirleriyle yakin iliskiki Arthrobacter ve Micrococcus tiirlerinin ayni kiimede
dallanma gosterdigi ve bu organizmalarin yakin iligkili organizmalar olarak
nitelendirilebilecegi belirtilmistir [75]. Koch vd., Micrococcus agilis tliriiniin
filogenetik agactaki yerini yeniden teshis etmislerdir. 16S rRNA analizi ve bununla
beraber yapilan biyokimyasal testler, hiicre duvar yapist Ozellikleri gbéz Oniine
almarak tilirtin Arthrobacter Grup 1 ‘e ait dalda yer aldig1 tespit edilmistir [76]. Tang
vd., Micrococcus luteus ATCC 9341 susunun fizyolojik karakter, sitokimyasal
ozellikleri ve molekiiler verilerine dayali yaptiklar calismalarinda filogenetik olarak
Kocuria genusuna ait olduklarimi teshis etmislerdir ve Kocuria rhizophila olarak
yeniden isimlendirilmistir [77]. Kocuria genusunun ise, Micrococcus genusunun
filogenetik ve kemotaksonomik ayrimiyla olusturuldugu Stackebrandt vd. tarafindan
belirtilmistir. Bu ¢alismada filogenetik olarak ¢ok yakin olmalarina ragmen,
kemotaksonomik acidan farkhiliklar gozlendigi ve ona gore ayri bir genus

olusturuldugu belirtilmistir [78].
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Bu caligmada ise, ham petrolle kirlenmis topraktan izole edilen susun 16S
rRNA analizi sonucunda Minimum Evolution Tree yontem ile filogenetik agag
olusturulmustur. Olusturulan filogenetik agacta ,bu caligmada kullanilan susun
Renibacterum salmenarium ATCC 33209, Arthrobacter sp.,A. aurescens TC1 ve A.
cholorophenolicus A6 tiirlinii iceren grupta yer aldigi tespit edilmistir. Elde edilen
filogenetik aga¢, simdiye kadar olusturulan filogenetik agaclarla benzer kiimelenme
sekli gdstermistir. Bununla beraber calisilan bakteri susu, filogenetik agagta Kocuria
rhizophila DC2201 tiirii ile komsu hatta bulunmaktadir (bkz. Sekil 4.4). Onceden
Micrococcus luteus olarak bilinen [77] bu bakteri susu ile yakin olmasi, ¢alisilan
susun Micrococcus genusu ile filogenetik olarak yakin oldugunu gostermektedir.
Tanimlanan filogenetik agacta Micrococcus genusu lyelerinin  olmamast

kemotaksonomik agidan farkliliklarin oldugu sonucunu desteklemektedir.

Su ana kadar yapilan ¢alismalarda deniz ve toprak orneklerinde nitroaromatik
bilesikleri degrade eden O6nemli aerobik bakteriler Pseudomonas sp., Burkholderia
sp., Clostridium sp., Mycobacterium sp., Enterobacter sp., Variovorax sp. olarak
tanimlanmistir [3,79,80,81]. Bununla beraber, Boopaty vd., ve bir¢cok arastirmaci,
anaerobik bakterilerden TNT yi toluene doniistiiren Desulfovibrio sp. susunun cesitli
NAC’1 da degrade ettigini gozlemlemiglerdir [32]. Shin vd., DNT izomerlerini
degrade eden Lactococcus lactis subsp. 27 susunu izole etmislerdir [42]. 2,4-DNT’i
degrade eden ilk bakteri olan Burkholderia sp. DNT susu, Spanggord vd. tarafindan
tanimlamustir [3]. Parrish, TNT ve 2,4-DNT’ nin fungal degradasyonunu c¢alismis ve
190 fungustan 98’inin TNT’yi par¢aladigini; buna karsin 5 tanesinin de 2,4-DNT’yi
parcalayabildigini tespit etmistir [41]. Yine beyaz ciriik¢iil funfuslarla yapilan
calismada 2,4-DNT ve TNT gibi bilesiklerin transformasyonunun go6zlendigi
belirtilmektedir [7].

Arthrobacter genusu iyeleri toprakta yaygin olarak bulunurlar ve ¢ok ¢esitli
aromatik ve alifatik bilesikleri degrade etme yetenegine sahiptirler [45,46,47]. Jain
vd., Arthrobacter sp. susunun p-nitrofenol bilesigini 1,2,4-benzenetriol yoluyla

degradasyonu flizerine yaptiklar1 calismada, nitro gurbunun monooksijenaz yoluyla
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ayrildigin1 tespit etmislerdir [36]. Yapilan calismalarda Arthrobacter suslarinin
endistriyel atiksulardaki yiiksek nitrat derisimine toleransh olduklari, 1 M nitrat
iceren ortamda yasayabildikleri ve nitratt azot kaynagi olarak kullandiklart
belirtilmigtir [52,53]. Tope vd., TNT’ nin Arthrobacter sp. susunun tutuklanmig ve
durgun faz kiltiirii ile transformasyonunu g¢alismis ve bu susun TNT’yi aerobik
kosullarda di- ve mono-nitrotoluenlere doniistiirdiigiinii bulmuslardir. Tutuklanmig
hiicrelerin ise durgun faz hiicrelerine gére daha basarili olduklar1 tespit edilmistir
[57]. Westerberg vd. yaptiklar calismada, Arthrobacter cholorophenilus A6 susunun
yiiksek konsantrasyonda 4-klorofenol’i degrade ettigini tespit etmislerdir [58]
Calismamizda izole edilen Arthrobacter cholorophenilus olarak teshis edilen susun
2,4-DNT’yi degrade ettigi tespit edilmistir. 2.4-DNT igeren besiyerinde bakterinin
iiremesinin yavas oldugu gozlenmistir. Hasan vd., yaptiklar1 calismada, Arthrobacter
sp. susunun 0,05 g/L derisimdeki 2,4-DNT’yi %47.82 oraninda degrade ettigini
belirtmislerdir [82]. Gupta vd, ek besin elementi ile desteklenen besiyerinde 0,001-
0,1 g/L derisimlerde DNT eklemis ve 0,05 g/L oranina kadar eklenen derisimlerde 2
giinliik inkiibasyonda degradasyonun tamamlandigi gozlenirken; 0,1 g/L DNT igeren
besiyerinde degradasyonun ancak %45 civarinda gerceklestigini tespit etmislerdir.
Ortamdaki ek besin elementi miktarinin 2 katina ¢ikarilmasiyla %92’lik degradasyon

oranina ulagildigi belirtilmistir [33].

Bu calismada MM9 besiyerine 0,1 g/L oraninda 2,4-DNT ilave edilmistir.
Sabit sicaklik ve pH’da 10 giinliik inkiibasyon siiresince %34 oraninda degradasyon
gozlenmigstir. TNT nin aromatik halkasinda hidroksil gubunun olmamasindan dolayz,
halka kirilmasina kars1 direnglilik gdsterebilecegi vurgulanmistir [57]. DNT i¢in de
ayni durumun séz konusu olacabilecegi; ortamdaki DNT derisiminin artmasinin
iireme oraninin azalmasiyla beraber degradasyon oranininda da azalmaya neden
olacag1 diisiiniilebilir. Degradasyon oraninin artmasi ig¢in ek besin maddesinin
miktarmin artirilmasinin olumlu sonug verecegi sdylenebilir. Snellix vd., 2,4-DNT’yi
degrade eden mikrobiyal birlikler iizerine calismis ve Pseudomonas mariginalis
susunun kominite igerisinde temel rol oynadig1 ve etkili bir degradasyon i¢in birlikte
bulunmasi gerektigi tespit edilmistir [3]. Hasan vd., yaptiklar1 c¢aligmada
Pseudomonas susunun Arthrobacter sp. susuna oranla degradatif yonden daha
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basarili oldugu belirtilmistir [82]. Iyi bir remidasyon siireci icin bu gibi bakteri
kominitelerinin ~ kullanilmasinin ~ avantajli  olacagi  yapilan  caligmalarla

desteklenmektedir.

2,4-DNT’yi degrade eden mikroorganizmalarin optimum pH, sicaklik, nutrient
ihtiyacinin  bilinmesi, uygulanabilir bir remediasyon ¢alismas1 icin Onem
tasimaktadir. Kim vd., Pseudomonas putida ile TNT nin degradasyonunda optimum
sartlarin, pH 7.0’de 30 °C’de gergeklestigini saptamiglardir. Bununla beraber
besiyerine eklenen cesitli karbon kaynagi olarak misir maserasyon sivist (CSL) ve
seker kamisi melasinin iiremeyi tetikledigini tespit etmislerdir [29]. Zheng vd.,
Arthrobacter nitroguajacolicus ZJUTB06-99 susunun akrilonitril degradasyonunda
optimum enzim aktivitesinin pH 5.8-6.5 arasinda, sicakligin ise 40 °C oldugunu
tespit etmislerdir. Ayrica besiyerinde Hg™, Ag™, Cu™ metal iyonlarinin varligmin
enzim aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir [34]. Gupta vd., 2,4-DNT’nin
degradasyonunda besiyerine eklenecek besin elementlerinin degradasyon prosesini
stimiile ettiklerini gostermistir. Ek besin elementi olarak kiimes saman suyu (NOj,
P,0Os, K,O igermektedir) kullanilmis ve degradasyonun 1 giin igerisinde

tamamlandigini belirtmislerdir [19].

Calismamizda biyokiitle ve degradasyon igin sicaklik ve pH optimizasyonu
yapimistir. Optimum pH’nin 7.0 oldugu tespit edilmistir. Yapilan caligmalarda
Arthrobacter genusuna ait suslar i¢in optimum pH degerinin ortalama 6.0-8.0
aralifinda oldugu belirtilmistir [34,55]. pH 7.0’de maksimum t{iremenin goriildigi
siirenin 5. giin sonu oldugu saptanmustir. Uremenin maksimum oldugu siirede
degradasyon oraninin da fazla oldugu bulunmustur. Sicaklik agisindan Arthrobacter
cholorophenolicus degerlendirilmis ve en iyi lireme ve degradasyon oranmin 30-35
°C sicaklik araliginda gerceklestigi bulunmustur. Bu sonu¢ yapilan g¢aligmalarla
benzerlik gostermektedir [29,34,53]. Caligmamizda bakterinin iiremesi ve 2,4-DNT
degradasyonu gerceklestirmesi icin besiyerine ek karbon kaynagi olarak maya 6ziitii
ilavesi yapilmistir [26]. Ek karbon kaynagimin degradasyonu stimiile ettigi yapilan

caligmalarla gosterilmistir [19,29].
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Bu calismada degradasyon kinetik modeli, birinci dereceden kinetik modeline
uygunluk gostermektedir. Bu esitlige gore reaksiyon hizi egim degerlerinden
hesaplanmigtir. Kim vd., 2,4,6-TNT’nin Pseudomonas putida tarafindan
degradasyonunun optimizasyonu ile ilgili ¢alismalarinda farkli pH degerinde substrat
tiketim kinetigini hesaplamis ve optimum pH 7.0’de 30 saatlik inkiibasyon
sonucunda ulasilan Agg = 1,5 biyokiitle degerine karsilik reaksiyon hizinin 0,068 h!
oldugu gostermislerdir [29]. Calismamizda 10 giinliikk ikiibasyonda Agp = 1,2
degerine karsilik reaksiyon hiziin 0,0123 h™' (£0,00074) oldugu goriilmiistiir. Kim
vd., ortama eklenen ilave karbon kaynaginin Pseudomonas putida susunda
degradasyon oranmi Agyp = 1,8 degerine karsilik 0,079 h”' olarak artirdigini
belirtilmiglerdir [29]. Gupta vd. Pseudomonas sp. ve Pseudomonas putida ile kiimes
samani ile zenginlestirilmis besiyerinde 2,4-DNT ve 2,6-DNT’ nin degradasyonu ile
ilgili yaptiklar1 calismada 30 saatlik inkiibasyonda 2,4-DNT ve 2,6-DNT’nin
reaksiyon oranlarimin sirayla 0,15 h' ve 0,05 h'! oldugunu gostermislerdir [19].
Hasan vd., Pseudomonas sp. ve Arthrobacter sp. bakterisinin 2,4-DNT rediiksiyon
oranlarinin 30 °C’de ve pH 7.5 de (0,05 g/L DNT) siwrasiyla %63,21 ve %47,82
oldugunu, pH 7.0’deki rediiksiyon oraninin sirastyla % 67,24 ve % 36,01 oldugunu
tespit etmislerdir. Tween 80 varligindaki rediiksiyon oranlarinin Pseudomonas sp. ve
Arthrobacter sp. suslarinda, sirasiyla %75,5 ve %069,25 oldugu, 37 °C’deki
rediiksiyon oranlarinin ise de sirasiyla %64,27 ve %42,17 oldugu tespit edilmistir

[82].

Bu ¢aligmada plazmid eliminasyonu testi sonucu DNT degradasyon yolundaki
genlerin plazmid kaynakli oldugu tespit edilmistir. izole edilen Arthrobacter
cholophenilicus susunun 8,125 kb’lik plazmid icerdigi tespit edilmistir. Spain vd.’nin
Pseudomonas sp. DNT susu ile yaptiklar1 ¢aligmada degradasyonda gérevli enzimleri
kodlayan genlerin 180 kb’lik pJS1 plazmidinde oldugunu tespit etmislerdir [27].
Spain vd., Burkholderia cepacia R34 susunda 2,4-DNT degradasyon yolundaki
genlerin 216 kb’lik plazmidin 50 kb’lik bdlgesinde bulundugu tespit etmislerdir.
Arthrobacter genusuna ait suslarda plazmid kaynakli ¢ok cesitli ksenobiyotik

maddeyi parcalama yetenegi oldugu yapilan ¢alismalarla belirtilmistir [49,51].
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Jain vd., Arthrobacter protophormiae RKJ100 susunun nitroaromatik
bilesiklerden nitrobenzoat degradasyonunda 65 kb’lik plazmidin rol aldigini
gostermislerdir [83]. Jerke vd., 5 ayr1 Arthrobacter susundan toplam 8 plazmidi
kiyaslamiglar ve baz uzunluklarini 99.213, 96.488, 115.507, 159.538, 49.633,
165.137, 408.000 ve 300.725 bg olarak tespit etmislerdir. Teshis edilen 8 plazmidin
de replikasyon, segregasyon ve konjugasyon ile ilgili genleri ortak olarak
icerdiklerini, diger taksonlara kiyasla plazmid genlerinin yiiksek oranda aminoasit
benzerligi gosterdigini tespit etmislerdir [84]. Hayatsu vd. tarafindan, Karbarili
karbon kaynagi olarak kullanan Arthrobacter susunda 110, 120 ve 130 kb
biiylikliigiinde 3 plazmid izole edilmistir. Plazmidlerden ikisinin karbaril
degradasyonunu gerceklestirebildigi, plazmidler tek haldeyken degradasyonun
tamamlanamadig1 belirtilmistir [51]. Calismamizda teshis edilen Arthrobacter
cholorophenilus susundaki plazmid boyutu diger ¢aligmalarda belirtilen plazmid

boyutlaria gore oldukea kiigiiktiir.

2,4-DNT'nin  bakteriyal degradasyonunda ilk asama, 2,4-DNT'nin
dioksigenasyonudur ve sonucunda nitrit grubunun uzaklasmasiyla 4-metil-5-
nitrokatesol  (4M5NC)  olusmaktadir.  Sonraki  basamakta ~ 4M5NC'nin
monooksijenasyonu ile 2-hidroksi-5-metilkinon ara iiriinii olusur ve indirgenerek
2,4,5-trihidroksitolueni (THT) olusturur. Bu {iriin ise halka fiizyon reaksiyonu i¢in
baslangic materyalini olusturmaktadir [85]. Spain vd., Pseudomonas sp. DNT
susunun 2,4-DNT degradasyon yolunu karakterize etmisler ve klonlama deneyleri
sonucu dnt4 (DNT dioksigenaz) geninin 6,8 kb’lik Nsil-Nsil fragmenti icinde
oldugu, dntB geninin (MNC monooksigenaz) 1,6-1,8 kb uzunlugunda oldugu, dntD
geninin (THT oksigenaz) ise 1,2 kb’lik ECOR1-Xhol fragmentinde oldugu
belirtilmistir [27]. Spain vd., Burkholderia sp. DNT susundan 2,4-DNT dioksigenaz1
kodlayan genler ile Pseudomonas putida G7 susundan naftalin dioksigenaz (NDO)
enzimini kodlayan genler arasindaki benzerlik {izerine yaptiklarn calismada,
tanimlanan 5 agik okuma cercevesinin 4 tanesinde yiiksek oranda benzerlik tespit
etmislerdir [86]. Spain vd., 2,4-DNT’nin metabolik yolu ile ilgili yaptiklar
calismada Burkholderia cepacia R34 susundan klonlanan 27 kb’lik bélgede DNT
metabolik yolunu kodlayan genleri teshis etmislerdir.
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Calismada, DNT dioksigenaz genlerinin (DntdaAbAcAd) 5,8 kb’lik bir bolgede
bulundugu ve bu genlerin 3 bilesenli Rieske non-heme demir oksigenazlarla iligkili
oldugu tespit edilmistir. Bu bilesenler oksidorediiktazlar (dntda), demir siilfiir
ferrodoksin proteini (dntdb) ve o ve B alt tUniteleri (dntdc ve dntAd) olarak
belirtilmistir. MNC monooksigenaz geninin DntA gen ailesinin altinda 1,683 bp’lik
bolgede yer aldig1 belirlenmistir. Ayrica THT oksigenazin meta ring fiizyon enzim

ailesiyle benzerlik gosterdigi vurgulanmistir [24].

Calismamizda 2,4-DNT’yi degrade eden 4. chorophenilicus susunda metabolik
yoldaki enzimleri kodlayan dntda ve dntD genlerinin varligi Floresan Yerinde
Hibritleme teknigi ile gosterilmistir. Bunun i¢in DNT dioksigenaz enzimini
oksidorediiktaz bileseni olan dnt4a geni ile halka kirmimini saglayan dntD geni prop
olarak kullanilmistir. Snellix vd., 2,4-DNT’nin tiirler arasi metabolizmasini
incelerken ayn1 genlerle Southern Hibridizasyon yapmis ve dntda ve dntD genleriyle
hibridize olan bakterileri teshis etmislerdir [3]. Bu calismada, floresan isaretli
proplarla gergeklestirilen hibridizasyon sinyalleri floresan mikroskopta incelenmis ve
dntda ve dntD geni icin sinyaller alinmigtir. Lechardeur vd., plazmidlerin hiicre
icindeki kararsizligiyla ve hiicreler arasi transferini etkileyen faktorlerle ilgili
yaptiklar1 ¢alismada plazmidin hiicredeki varligin1 FISH ile tespit etmislerdir. DIG-
dUTP, biyotin ve FITC ile isaretli proplarla plazmidin hibridizasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Biitiinligli korunmus hiicerelerde, hiicre i¢ine enjekte deilmis
TRICT-Dekstran yogun bir sekilde hiicre iginde gozlenirken hibridizasyon
sinyallerinin plazmid eliminasyonundan 1 saat sonra azaldigi belirtilmistir.
Gecirgenligi artan hiicrelerde ise TRICT-Dekstranin hiicrelerden ayrildigi, buna
karsin hibridizasyon sinyalleri daha giiclii gozlenmekle beraber bir kisim plazmidin
kayboldugu belirtilmektedir [87]. Benzer sekilde, ¢alismamizin FISH prosediiri
sirasinda hiicrelere lizozim uygulamasi yaparak gegirgenlik arttirilmistir. Boylelikle
hibridizasyon sinyallerinin  gii¢lendigi  gozlemlenmistir. Bununla beraber
gecirgenligin arttirilmasinin, hiicerlerin resiispansiyonu ve fiksasyonu sirasinda bazi
hiicrelerde plazmid kaybina neden oldugunu, goriintillerde hiicre dis1 zayif
sinyallerin serbest kalmis plazmidlerden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Wilschut
vd., bakteri igerisinde polipleks tiirevli plazmid DNA’y1 FISH metoduyla tespit
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etmislerdir [88]. Calismamizda ise goriintileme icin plazmidler katyonik
polimerlerle tiirevlendirilmemistir. Tiirevlendirme olmadan hiicre i¢ginde plazmide ait

hibridizasyon sinyalleri goriintiilenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Genellikle antropojenik kaynakli olarak c¢evreye bulasan nitroaromatik
bilesikler canlilar {iizerinde karsinojenik, mutajenik ve toksik etkiye neden
olmaktadir. Ozellikle patlayici yapiminda yaygim olarak kullanilan 2,4-DNT’nin
cevreden temizlenmesi i¢in en 6nemli ve siirdiiriilebilir yol, mikroorganizmalarin
kullanimidir. Degradasyon agisindan basarili oldugu tespit edilen bakteri suslarinin
kontamine topraga inokiile edilmesi, topragin kirleticilerden arindirilmasi i¢in en
ekonomik yoldur. Etkin bir biyodegradasyon uygulamas: ic¢in bakteri susunun,
yasamsal gereksinimlerinin ve kirletici bilesigi parcalayabilme yeteneginin iyi

bilinmesi gerekir.

2,4-DNT gibi nitroaromatik bilesikleri degrade edebilen mikroorganizmalarin
izolasyonu ve anahtar rolii olan genlerin belirlenmesi, kontamine olmus
ekosistemlerdeki mikrobiyal adaptasyon mekanizmalar1 hakkinda ¢ok degerli bilgiler
vermektedir. Ayrica gesitli ksenobiyotiklerin biyoremediasyonu igin etkin bakteri sus
kolleksiyonlarinin olusturulmasinin bu konudaki disa bagimliligimizi azaltacagi

kanaatindeyiz.
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