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OZET

PETROKIMYA TESIiSINDEN iZOLE EDIiLEN BAZI
MIKROORGANIZMALARIN TEREFITALIK ASIT VE 1,2
DIKLOROETAN BiYOPARCALANMA ETKINLiGININ
INCELENMESI

EROGLU BAYRAK, Didem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
Subat 2013, 74 sayfa

Bu tez c¢alismasinda Petkim Petrokimya Holding A.§ atik su aritma
tinitesinden alinan orneklerden terefitalik asit ve 1,2 dikloroetan biyopargalama
yetenegindeki mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanilanmasi yapilmis ve
pargalama etkinliklerinin belirlenmistir. Terefitalik asit i¢in izole edilen 4
organizmanin Pseudomonas sp, Chryseobacterium sp. Arthrobacter nicotianae ve
Burkholderia sp, oldugu belirlenmistir. Yapilan denemeler sonucunda elde edilen
mikroorganizmalarin terefitalik asiti %100 biyoparcalama etkinligi gosterdigi
saptanmistir. 1,2 dikloroetan kimyasali i¢in elde edilen organizmalarin
biyopargalama etkinliginin belirlenmesi i¢in ise GC analizi yapilmistir. Etkinligi
belirlenen 2 organizma sirasiyla Arthrobacter sp. ve Microbacterium sp. olarak

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoparcgalama, terefitalik asit, 1,2 dikloroetan, Petrokimya
endistrisi, HPLC, GC.
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ABSTRACT

ANALYSING THE BIODEGRADATION OF TEREPHTHALIC
ACID AND 1.2 DICLOROETHANE VIA SOME MICROORGANISM
WHICH WAS ISOLATED FROM PETROCHEMICAL SYSTEM

EROGLU BAYRAK , Didem

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
February 2013, 74 pages

In this thesis, It was carried out that the isolation, identification and
investigation of biodegradation efficiencies of the microorganisms that have
abilities to degrade terephtahlic acid and 1,2 dichloroethane from the samples
taken from the waste water treatment unit of Petkim Petrochemical Holding A.S.
The biodegradation efficiencies of the isolates which has identified as
Pseudomonas sp, Chrysobacterium sp. Burkholderia sp. and Arthrobacter
nicotinae investigated by HPLC analysis. It was reported that the degradation
ratios of terephthalic acid has been calculated %2100. 1,2 dichloroethane
biodegradation efficiencies of the isolates which has identified as Arthrobacter sp.

and Microbacterium sp. investigated by GC analysis.

Keywords: Biodegradation, Terephthalic acid, 1,2 dichloroethane, Petrochemical
industry, HPLC, GC.
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1.GIRIS

Endiistri ve insan aktiviteleri nedeniyle giderek artan c¢evresel sorunlar
diinyanin pek ¢ok yerinde acilen ¢Oziim bekleyen bir problemdir. Cesitli
uluslararast kuruluslar tarafindan °20. ylizyilin kanseri’ olarak tanimlanan ve
21.yiizyilda da diinyadaki sorunlarin ilk sirasinda yer alan ¢evre ve ¢evre sagligi,
kalkinma ve yasam standartlarin1 gelistirme gayreti i¢inde olan insanligin yarattigi

ve sonucunda da yine kendisinin etkilendigi bir sorundur (Yalaki, 2005).

Giniimiiziin 6nemli ¢evre kirlilik kaynaklarindan biride petrokimya
endiistrisi atik sularidir.  Cevreyi ve dolayisiyla insan sagligini da olumsuz
etkileyen petrokimya endiistrisi atik sularinda bulunan tehlikeli kimyasallar;
topraga, suya ve atmosfere karigmaktadir. Atik sularda bulunan bu kimyasallar
insan sagligini da ciddi oranda tehlikeye sokmaktadir. Bu kimyasallardan en
onemlileri arasinda yer alan terefitalik asit ve 1,2 dikloroetan; plastik, polivinil
kloriir (PVC), boya, yapistirict gibi giinliik hayatimizda siklikla kullandigimiz

tiriinlerin hammaddeleri arasinda yer almaktadir.

Mikroorganizmalarin zararli kimyasallar1 par¢alamasiyla ilgili ¢aligmalar
1895 yilinda Miyoshi tarafindan ilk kez yayinlanmistir. Sonraki ¢aligmalarda ise
bakteriler, mayalar gibi bircok farkli mikrobiyal tiiriin cesitli hidrokarbonlari
parcalama kapasitesinde oldugu belirlenmistir. Hidrokarbonlar1 pargalayabilme
yetenegi en iyi olan mikrobiyal grup ise bakteriler olarak belirlenmistir (Kaczorek
et al., 2007). Giiniimiizde de petrokimya endiistrisi atik sularinin dogal yollarla

aritilmasina yonelik bir¢ok ¢aligma yapilmaktadir.

Biyolojik aritim ile zararli kimyasallarin kullanilmasinda karsimiza birgok
kavram cikmaktadir. Bunlardan siklikla kullanilanlardan biride
biyoremediyasyondur. Biyoremediyasyon mikroorganizmalarin zararl kimyasali
karbon veya enerji kaynagi olarak kullanarak en azindan daha az zararli bir
kimyasala doniismesini kapsamaktadir. Biyodegradasyon (biyoparcalama —
biyoyilkim) tanimi ise kimyasalin karbondioksit ve suya kadar parcalanmasini

ifade etmektedir.



Tez c¢aligmasinda; Petkim Petrokimya Holding A.§ atikk su aritma
iinitesinden alinan orneklerden terefitalik asit ve 1,2 dikloroetan kimyasallarini
parcalama yeteneginde olan mikroorganizmalarin kiiltiirel tekniklerle se¢ilmesinin
ardindan Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC - High Performance
Liquid Chromatography) ve Gaz Kromatografisi (GC) ile parcalama
etkinliklerinin belirlenmesi, daha sonrasinda ise etkinligi belirlenen izolatlarin

morfolojik, biyokimyasal ve DNA tabanli molekiiler tanilamalar1 hedeflenmistir.

Yapilan ¢alisma toksijenik ve Ozellikle kanserojenik olan bu iki 6nemli
kirleticinin ¢evreye ve dolayisiyla insanlara verdigi zarart mikroorganizmalar
araciligtyla yok etmeyi veya azaltmayr hedeflemistir. Biyoparcalama etkinligi
saptanan mikroorganizmalarin belirlenmesi, tanilanmasi ve {lretilebilmesi
durumunda, bu kimyasallarla kontamine olmus alanlarda denenerek hem
iilkemizdeki hem de diinyadaki ¢evresel kirliligin 6nlenmesinde 6nemli katkilar
olmasi beklenmektedir. Ayrica bu calisma Petkim Petrokimya Holding A.S
tarafindan kullanilacak mikroorganizmalarin temin edilmesi icin gereken

maliyetin diistiriilmesi agisindan 6zel bir 6neme sahiptir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Cevre Kirliligi ve Biyoparcalanma

Toplumun ekonomik biiyiimesi, diinya niifusundaki artig ve buna paralel
olarak endiistrilesme siirecindeki hizli degisim ile birlikte g¢evreye yayilan
kirleticilerin miktar1 ve ¢esidi her gegen giin artmaktadir. Canli ve yasadigi cevre
lizerinde yapisal zararlar meydana getiren, organik ve inorganik yapidaki
kirleticilerin hava, su ve topraga karismasi olayma '"gevre Kirliligi" adi

verilmektedir (Kosesakal, 2011).

Insan aktivitelerinin sonucu olarak gevreye birakilan organik ve inorganik
bilesiklerin biiylik kismi ciddi ¢evresel problemlere sebep olmaktadir. Toksik,
mutajen, karsinojen ve/veya kalic1 6zellikteki kirleticiler, insan sagligini, tarimsal
verimliligi ve c¢evreyi tehdit etmektedir. Bu Kirleticiler toplam petrol
hidrokarbonlar1 (TPH), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), halojenli
hidrokarbonlar, pestisitler, solventler ve metallerdir (Greenberg et al., 2007).
Cevvresel problemlerin en Onemlilerinden biri; petrokimya endiistrisi
aktivitelerinin sonucu olusan tehlikeli kimyasallardir. Bunlarin basinda gelen
hidrokarbonlar ve diger kimyasallar ¢evresel kaynaklara kontamine olmaktadir.
Ozellikle petrokimya fabrikalarnin oldugu bolgelerde toprak yiizeylerine ve su

sistemlerine yiiksek oranda karismaktadir (Shokrollahzadeh et al., 2008).

Son zamanlarda havada ve karada yarattigi olumsuz etkilerin yanisira
deniz ortaminda da neden oldugu kalici etkiler nedeni ile tanker kazalarindan
kaynaklanan petrol kirliligi ve petrol dokiilmelerinin hassasiyetle {istiinde
durulmaktadir. 1989 yilinda Alaska’da Exxon Valdez isimli bir tankerin patlamasi
sonucu 10,8 milyon galon petrol gevreye sagilmistir (Resim 2.1). Bu olaydan
sonra biyoremediyasyon alaninda kullanilan teknikler hizla gelismistir. Exxon
sirketi tarafindan desteklenen biyoremediyasyon ¢aligsmalarina 10 milyon dolardan
fazla yatirim yapilmis ve bu alanda bir¢ok patent alinmistir (Juhasz et al., 2000;
Van Hamme et al., 2003).



Resim 2.1. Exxon Valdez patlamasi sonucunda olusan goriintiiler.

http://crisispictures.blogspot.com/2011/11/exxon-valdez-oil-spill.html

Deepwater Horizon petrol platformunun 20 Nisan 2010’da patlamasi
sonucunda olusan petrol sizintisi, esi benzeri goriilmemis bir ¢evre felaketine yol
acmistir. Petrol sizintis1 balik¢iliga ciddi zarar verirken, korfezin biiyiik bir
boliimiinde balikgilik faaliyetleri yasaklanmistir. Deniz hayvanlarinin  zarar
gordiigii bu kaza sonucu biyolojik cesitliligin olumsuz etkilenmesinden
korkulmaktadir. Aragtirmacilar bu kazanin etkilerinin Exxon Valdez faciasindan
daha biiyiik boyutlarda olacagini agiklamistir. Sizint1 ile yiizeye ¢ikan petroliin
akitilar ile yayildigi NASA tarafindan fotograflanmis ve tehlikenin boyutlar
gozler Oniine serilmistir (Resim 2.2) (Hagerty, 2010).

Resim 2.2: Meksika Korfezine agilan Mississippi Deltasi ve agiklarindaki, petrol sizintisinin

fotografi .http://www.nasa.gov/topics/earth/features/oilspill/20100517_spill.html


http://2.bp.blogspot.com/-_lm4Y4DD_2A/Ts7qsnx_vkI/AAAAAAAAAcc/gXpl0umuLHQ/s1600/Exxon+Valdez+birds.jpg
http://2.bp.blogspot.com/-_lm4Y4DD_2A/Ts7qsnx_vkI/AAAAAAAAAcc/gXpl0umuLHQ/s1600/Exxon+Valdez+birds.jpg
http://4.bp.blogspot.com/-Cx99N2vJkpQ/Ts7qu1GGpjI/AAAAAAAAAcs/gmZq5k1gdbo/s1600/Exxon+Valdez+oil+clean+people.jpg
http://crisispictures.blogspot.com/2011/11/exxon-valdez-oil-spill.html
http://www.nasa.gov/topics/earth/features/oilspill/20100517_spill.html

Yasanan tim bu olumsuz olaylar gevre kirliliginin ¢oziimiine yonelik
teknolojilerin gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Bu c¢evre teknolojileri; canli
organizmalarin ve onlardan elde edilen lriinlerin, zararli atiklarin aritiminda ve
cevre kirliliginin  Onlenmesinde kullanilmasin1  kapsamaktadir. Geleneksel
yontemlerden ¢ok daha verimli olan ¢evre biyoteknolojisi yontemleri sayesinde,
yiikksek sicakliklarda yakma ve atik sahalari olusturma gibi yoOntemlere
alternatifler olusturulabilmektedir. Cevre konusundaki hassasiyetlerin artmasiyla
cevre biyoteknolojisi uygulamalar artacaktir. Bugiin, diinyadaki bir¢ok kent atik
sularm1 temizlemek i¢in mikroorganizmalart kullanmakta ve bu kentlerin
sayisinin hizla artmasit beklenmektedir. Temizlenmesi yasal olarak zorunlu
bolgelerin (maden alanlarin endiistriyel bolgeler, su kaynaklari vb.) geleneksel
yontemlerle temizlenmesinin maliyeti oldukca fazladir. Cevre biyoteknolojisi
yontemleriyle kirli bolgelerin, bu tutarin ¢ok daha altinda temizlenebilecegi

hesaplanmaktadir (Ceyhan ve Esmeray, 2012).

Biyopar¢alanma; organik bilesiklerin, karbondioksit ve suya kadar
parcalanmasin1  ifade etmektedir (Das and Chandran, 2011). Biyopargalanma
islemi, genellikle ortamda dogal olarak bulunan bir¢cok organizmanin ortak
metabolik etkilesimleri 1ile verimli bir sekilde gergeklesir. Bu nedenle,
biyopargalama yetenegindeki mikroorganizmalarin kullandiklar1 metabolik yol
izlerinin  belirlenmesi  biyoremediyasyon  uygulamalarinin  etkinliginin

arttirilabilmesi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Biyoremediyasyon ise mikroorganizmalar kullanilarak zararli maddeleri
toksik olmayan bilesiklere doniistiiren bir proses olup tehlikeli atiklarin aritilmasi
icin  kullanilan @mit verici tekniklerden biridir (Alexander, 1999).
Biyoremediyasyon = mikroorganizmalarin  kirleticileri  biinyelerine  alma
kapasitesine sahip olmalar1 ve bu Kirleticileri biiyime ve metabolik faaliyetleri
i¢cin kullanmalar1 esasina dayanmaktadir. Biyoremediasyon tasariminin asil amaci,
mikrobiyal biiylime ve aktivite i¢in en uygun sartlarin saglanmasidir.
Biyoremediyasyon i¢in en uygun kimyasal maddeler Cizelge 2.1’de gosterilmistir
(Ceyhan ve Esmeray, 2012).



Cizelge 2.1. Biyoremediyasyon c¢aligsmalarinda siklikla kullanilan kimyasallar (Ceyhan ve
Esmeray, 2012).

Kimyasallar Ornekler

Dehalojenize aromatik bilesikler Benzen, Toluen, Ksilen (BTEX)

Poliniikleer aromatik hidrokarbonlar Piren, Floren

Poliklorlanmus bifeniller Triklorobifenil

Klorofenoller Penteklorfenoller

N iceren heterosiklikler Piridin

Klor iceren solventler Kloroform, trikloroetilen, Vinil klorid
Klor icermeyen fenolikler 2-metil fenol

Herbisit ve pestisitler

Biyoremediyasyon dogal yollarla gergeklesen ve maliyet agisindan diger
yontemlere gore daha ekonomik bir proses olmasi sebebiyle oldukca avantajlidir.
Ancak aritim siiresinin uzun olmasi1 ve yiiksek kirletici konsantrasyonlarinda

verimli sonuglar elde edilememesi yontemin kullanilabilirligini kisitlamaktadir.

Biyoaugmentasyon islemi ise bir biyoremediyasyon uygulamasi olup,
biyopar¢alama yetenegine sahip mikroorganizmalarin kirli alanlara aktarilma
islemidir. Kirlenmis alanlarda bulunan yerli flora iiyesi mikroorganizmalarin
ortamda bulunan kimyasallari parcalama yetenegi zayif veya hig

olmayabilmektedir.



2.1.1 Biyoparcalanmaya etki eden faktorler

Petrokimyasal atiksularda bulunan organik biilegenlerin  ortamdan
uzaklastirnlmasinda aktif camur sistemleri kullanilmaktadir. Aktif c¢amurun
mikrobiyal kompozisyonu ve aktivitesi; besine, ¢Oziinmiis oksijen miktarina,
calkalanma derecesine sicaklik ve pH gibi faktorlere baglidir (Shokrollahzadeh et
al., 2008).

Abiyotik faktorlerden pH, besin kullanilabilirligi veya oksijen seviyesi
biyoparcalanmayi etkilese de, mikrobiyal islemlerin parcalanmada 6nciil sorumlu

oldugu bilinmektedir (Doyle et al., 2008).

Sicaklik artis1 ortamdaki kullanilabilir oksijenin ve buna bagli olarak aerobik
biyoparcalanmanin azalmasina sebep olabilmektedir. Biyolojik parcalanma
oranlar1  genellikle  sicakligin ~ diigmesiyle azalir.  Oksijen, aerobik
biyopar¢alanmada monooksijenaz ve dioksijenaz enzimleri i¢in gereklidir (Hwang
et al., 2007). Bu nedenle aerobik biyopargalanmanin gergeklestirilecegi ortamlarin

oksijence zengin olmasi gerekmektedir.

Mikroorganizmalarin maksimum biyopar¢alanma aktivitesi gosterebilmeleri
i¢cin ortamda bulunan organik ve inorganik maddeler arasinda bir denge olmalidir.
Biyopar¢alanmay1 smirlayan en Onemli elementler azot (N), fosfor (P) ve
potasyum (K) dur. Organizmalarin pH istekleri, bulunduklar1 ortamda en uygun

metabolik aktiviteyi gosterebilmeleri icin 6nem tasimaktadir (Leahy et al., 1990).

Yapilan ¢aligmalar 151¢1inda hidrokarbonlarin pargalanmasinda temel olarak
bakteri ve funguslarin is gordiigli bilinmektedir. Bunun disinda siyanobakteri,
arkea, alg ve maya gruplarindan da pargalayan bircok organizmanin mevcut
oldugu bilinmektedir. En uygun sicaklik, pH ve oksijen gibi parametreler
temizlenmek istenen alanin bulundugu c¢evre kosullarina ve parcalanmada is goren
mikroorganizmalarin metabolizma tiplerine gore belirlenmektedir (Hwang et al.,
2007). Cizelge 2.2’de biyopargalanmanin verimliligini etkileyen diger sartlar da
kisaca 6zetlenmistir (Balba et al., 1998).



Cizelge 2.2. Biyopargalanmayi etkileyen faktorler (Balba et al., 1998).

Uygun kimyasal ve biyolojik Uygun olmayan kimyasal ve biyolojik

faktorler faktorler

Mikroorganizmalarin gesitliligi Diisiik mikrobiyal populasyon
Az sayida organik kirlilik Organik ve inorganik kirleticilerin ¢oklugu

Asiri toksik olmayan kirleticiler ~ Toksik Kirleticiler

Uygun pH aralig1 Uygun olmayan pH aralig1

2.1.2. Biyoparcalanmada is géoren mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar; oksijen, sicaklik, pH gibi etmenlerin azlig/ ¢oklugu
yada ortamda zararli kimyasallarin olmasi gibi bir ¢ok farkli duruma adapte
olabilir ve tiim g¢evresel kosullardan izole edilebilirler. Zararli kimyasallar
parcalamaya adapte olan baslica mikroorganizma gruplart Cizelge 2.3’de
gosterilmistir (Vidali, 2001).

Cizelge 2.3. Zararli kimyasallar1 par¢alayan baslica mikroorganizma gruplar: (Vidali, 2001).

Aerobik Oksijen varliginda kontamine olan hidrokarbolari,
poliaromatik hidrokarbonlari, pestisitleri karbon

ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar.

Anaerobik Oksijen yoklugunda trikloroetilen, kloroform gibi

kimyasallarin par¢alanmasinda kullanilmaktadir.

Ligninolitik Funguslar ~ Ozellikle — beyaz  ciiriikgiil ~ fungus  olan
Phanaerochaete chrysosporium, toksik ¢evresel

Kirleticilerin parcalanmasinda is gérmektedir.

Metilototroflar Metan kullana aerobik bakterilerdir. Trikloroetilen
ve 1,2 dikloroetan biyopargalanmasinda is

gormektedir.




Organik kirleticelerle kontamine olan alanlardaki mikrobiyal parcalama
calismalarina bakildiginda cogunlukla kemoorganotrofik tiirlerle olmaktadir.
Kemoorganotroflar ¢ok sayidaki dogal veya ksenobiyotik bilesenleri karbon
kaynag1 ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Organik kirleticeleri aerobik
sartlarda parcalayan mikroorganizmalarin baglicalari sunlardir; Pseudomonas sp,
Acinetobactersp., Flavobacterium, Xanthomonas, Arthrobacter sp., Bacillus sp.
(Fritsche, 2005).

2.1.3 Kirleticilerin toksisiteleri

Petrokimya endiistrisi atik sularinda bulunan kimyasallar arasinda yer alan
1,2 dikloroetan ve terefitalik asitin toksisiteleri ve ¢evreye verdigi zararlar
giinimiize kadar yapilan bircok calismada belirtilmektedir. Bu bilesiklerin pek
cogu toksik, mutajenik ve karsinojenik etkilerinden dolayr US EPA (Amerika
Cevre Koruma Kurulusu) ve Avrupa Birligi tarafindan 6nemli kirleticiler olarak

siiflandirilmistir (ATSDR, 2005).

Klorlu hidrokarbonlar arasinda yer alan 1,2 dikloroetanin canlilar tizerindeki
etkileri ayrintili olarak bilinememekle beraber bocekleri, baliklari, kuslart ve insan
dahil diger canlilar1 da etkilemekte ve biinyeye alindigi taktirde zehir etkisi
yapmaktadir. 1,2 dikloroetan; ugucu olmasindan dolayi, en sik maruz kalma yolu
teneffiisdiir. Yine de cilde ve gozlere temasiyla da zarar verebilir. Solunum
yoluyla alindiginda toksik ekileri daha fazla olmaktadir. Yiiksek dozlarda/
konsantrasyonlarda, sinir ve sindirim sistemlerine zarar verir, bas donmesi, mide
bulantis1 ve kusmaya neden oldugu bilinmektedir. Karaciger, bobrek ve bobrek
tistii bezleri de zarar gorebilmektedir. Bu kimyasal koku ile anlagilamayacak kadar
diisiik konsantrasyonlarda bile toksik olabilir (Snedecor, 1993). Cizelge 2.4’ de

EDC’nin etki yolu ve sagliga zarar1 gosterilmistir.
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Cizelge 2.4. 1,2 dikloroetanin etki yolu ve sagliga zararlar1 (Snedecor, 1993).

Endiistride kullanim Etki yolu ve Saghga zarari
yeri aksimum sinir
Coziicii, parazit dldiiriicii, Solunum , deri Ozellikle
plastik hammaddesi ve agizdan etki karaciger, bobrek,
olarak kullanilir edebilmektedir. akciger kanserine,
Maksimum sinir; 0dem olusumuna
50 ppm.'dir. neden olmaktadir.

Petrokimya endiistrisi atik sularinda bulunan zararli kimyasal gruplarindan
bir digeri ise fitalatlardir. Sekil 2.1°de ¢esitli fitalik asit izomer ve esterleri

gosterilmistir ( Krishna and Phale, 2007).

Fitalatlar ve fitalik asit esterleri, plastik ham maddesi olarak siklikla
kullanilmaktadir. Cogunlukla plastik baski islemlerinde, PVC kaplamaciliginda,
PVC esasli giysi ve ayakkabi aksesuralarinda kullanilmaktadir. Ayrica fikse
arttirici, deterjan, yaglayict ve ¢Oziicii olarak ta kullanilmaktadir. Plastik
malzemelerde yumusatici-esneklik kazandirici olarak kullanilan bu malzemeler

cocuk oyuncaklarinda da kullanilmaktadar.

Plastiklerin agir1 kullanim1 ve dolayisiyla fitalatlarin {iretimi sonucu fabrika
atik sularina karigmakta boylelikle de dogaya yayilmaktadir. Bu durum da insan
sagligi acgisindan Onemli bir sorundur. Ciinkii dogada bulunan fitalatlar;

hepatotoksik, teratojenik ve karsinojeniktir (Matsumata et al.,2008).

Plastik tiretiminde kullanilan fitalat izomerleri veya esterlerine maruz kalan
insanlarin; Ozellikle karaciger ve iireme sistemlerine etki ettigi bilinmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde National Toxicology Programin calismalari
sonucu fitalat izomerleri ve esterlerinin farelerde karaciger tiimoriine neden
oldugunun bulunmas: iizerine bu madde iizerindeki arastirmalar yogunlagmustir.
Fitalik asit esterlerinin karsinojenik etkileri hakkindaki son degerlendirmede
Diinya Saglik Orgiitii'ne bagli Kanser Arastirma Merkezi (IARC) bu maddenin
farelerde karsinojenik etkileri ile ilgili yeterli delil oldugunu bildirmektedir
(IARC, 1982).
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Sekil 2.1:Fitalik asit izomerleri ve esterleri (Krishna and Phale, 2007)

Fitalatlarin iiretimine baktigimizda 1980°den 2000°1i yillara kadar 2 milyon
tondan 5,5 milyon tona ulastigi goriilmektedir. Bu kadar c¢ok kullaniliyor
olmasinin sonucu olarak ta bu zararli kimyasallarin dogaya ve insanlara zarari
giderek artmaktadir. Son yillarda bakteri ve funguslar araciligiyla  farkh
kosullarda fitalat ve fitalat esterlerini parcalayan ¢ok fazla ¢alisma mevcuttur
(Liang et al.,2008). Fitalik asit ve esterleriyle ilgili yapilan ¢alismalar Cizelge 2.5’

de gosterilmistir.
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Cizelge 2.5:Fitalat ve fitalat esterlerini pargalayan mikroorganizmalar (Liang et al.,2008).

Mikroorganizmalar Fitat ve fitalat esterleri

Pseudomonas aureofacians

Pseudomonas fluorescens Fitalat ve
Xanthomonas maltophilia Dimetil fitalat
Arthrobacter keyseri 12B Fitalat ve
Gordonia sp. DK17 Terefitalat
Sphingomonas sp.DK4 Dietil fitalat ve
Corynebacterium sp. 018 Dipropil fitalat
Variovorax paradoxus T4 Dimetil terefitalat
Delftia sp. TBKNP-05 Di-n butil fitalat

Tez ¢alismasinda kullanilan terefitalik asit, fitalik asit izomeridir. Fitalik asit
(PA), izo fitalik asit (IA) ve terefitalik asit (TA) olmak tizere fitalat izomerleri 3’e
ayrilmaktadir (Sekil 2.2). Bu tez ¢alismasinda; dogada digerlerine gére daha bol
bulunan ve daha zararli olan terefitalik asit kullanilmistir. Terefitalik asit; poliester
kumas yapiminda, tekstil iirlinlerinde , fotograf filmlerinde, plastik pet siselerde

ve polietilen terefitalat olarak siklikla kullanilmaktadir.
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COOH COOH COOH

COOH

COOH

Fitalik asit Izo fitalik asit CO0H
Terefitalilk asit

Sekil 2.2 Fitalat izomerleri
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Phthalic acid isomers.PNG)

2.2.1.Terefitalik asit (TFA)

Paraksilenin (1,4 - dimetilbenzen) hava ile oksidasyonu neticesi olusan
tereftalik asit, hidrojen ile safsizliklar1 giderildikten sonra saf tereftalik asit’e
(PTA) dontismekte ve 6zellikle plastik sanayinde siklikla kullanilmaktadir. Sekil
2.3’de p-ksilenin oksidasyonu sonucunda olusan terefitalik asit ve  ara

metabolitler verilmistir.

UH o CH ] H 4] H
le Q oH
p-ksilen p-tolualdehit p-toluik asit 4 karboksi terefitalik asit
benzaldehit

Sekil 2.3. Paraksilenin oksidasyonunda olusan bilesikler

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e2/Intermediate2.svg



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Phthalic_acid_isomers.PNG
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e2/Intermediate2.svg
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2.2.1.1 Terefitalik asit biyoparcalanmasinda is goren mikroorganizmalar

Terefitalik asit sanayi {iiriinii olusumu esnasinda ve sonrasinda dogaya,
ozellikle atik suya karigsmasindan dolay1 olduk¢a sorun olusturan bir kimyasaldir.
Glinlimiize dek terefitalik asit ile ilgili yapilan bircok ¢alisma mevcuttur. Cizelge
2.6’da bu kimyasal1 farkli konsantrasyonlarda parcalama yetenegine sahip farkli

mikroorganizmalar gosterilmistir (Liang et al., 2008; Krishna and Phale, 2007).

Cizelge 2.6.Terefitalik asit biyopargalanmasinda is goren bazi mikroorganizmalar ve pargalama

konsantrasyonu (Liang et al., 2008; Krishna and Phale, 2007).

Mikroorganizmalar Konsantrasyon (mg/L)
Pseudomonas sp. 1000
Rhodococcus rubropertinctus 830

Burkholderia cepacia -

Pelotomaculum terephthalicum, Pelotomaculum 100

isophthalicum

Comamonas testosteroni YZW-D -

Micrococcus sp. -

2.2.1.2 Terefitalik asit parcalanma yol izi

Terefitalik asit biyoparcalanma g¢aligmalar1 arasinda hem aerobik hem de
anaerobik ortamlarda yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Aerobik bakteriler tarafindan
terefitalik asit karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir. Aerobik organizmalar
tarafindan terefitalik asiti, terefitalat 1,2 dioksijenazlar ile dihidroksi- 3,5
siklohekzidin- 1,4 dikarboksilik asite doniisiir ve sonrasinda protokatekuata

doniisiip yol izine devam eder.

Terefitalik asitin anaerobik organizmalar tarafindan parcalanma yol izinde
ise kimyasal benzoik asite doniisir ve 4 hidroksibenzoata doniisiip yine
protokatekuata dontismektedir. Terefitalik asitin biyopar¢alanma yol izi Sekil 2.4
de gosterilmistir (Liang et al., 2008).
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Sekil 2.4 Terefitalik asitin biyoparc¢alanma yol izi (Liang et al., 2008)

2.3 Klor iceren Hidrokarbonlarin Cevreye Etkisi

Klor igeren alifatik hidrokarbonlar, su yiizeylerinde, yer alt1 sularinda,
yiyeceklerde ve atmosferde bulunur (Hileman, 1993). Coziiciilerde,
yapistiricilarda, plastiklerde, pestisitlerde ve bir¢ok endiistriyel kullanim alanina
sahiptir. Ozellikle tetrakloroetan, 1,2 dikloroetan ve vinil kloriir gibi klor igeren
hidrokarbonlar endiistride siklikla kullanilmaktadir. Klor i¢eren alifatik
hidrokarbonlar arasinda yildaki tiretim pay1 en fazla olan 1,2 dikloroetan (EDC)
‘dir.
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2.3.1 1,2 dikloroetan

1,2 dikloroetan (EDC) veya etilendiklorit olarak bilinen bu kimyasal atik
sularda bulunan rekalsitrant yani zor pargalanan kimyasallar arasinda yer
almaktadir. 1,1 trikloroetan ve florokarbon gibi kimyasallarin sentezinde ara bir
bilesen olarak kullanilmaktadir (Bhatt et al, 2007). Ozellikle bébrek, akciger ve
sinir sistemine zararli olan EDC oldukg¢a kanserojendir. Bu nedenle sulara,
topraga karigsma olasiligi durumunda insanlar tizerinde ciddi tehlikeleri mevcuttur
(Hughes et al., 1994). Sekil 2.5’de 1,2 dikloroetanin kimyasal ve {i¢ boyutlu yapisi

ve Cizelge 2.7’ de kimyasal 6zellikleri verilmektedir.

Cl H

\.

Y7
H Cl

Sekil 2.5. 1,2 dikloroetanin kimyasal yapis1 (http://sl.wikipedia.org/wiki/1,2-dikloretan)

Cizelge 2.7. 1,2 dikloroetanin 6zellikleri

Sinonimleri EDC, etilendiklorir, DCE
Yogunluk 1,253 g™

Kimyasal yapisi C,H.Cl;

Sudaki ¢oziiniirliigii 8.69 gL™

Molekiiler agirhg: 98.96 gmol !

EDC, buharlasan bir kimyasal oldugundan endiistriyel atik gazlarda
siklikla goriilmektedir. Bu kimyasalin kanserojenik mutajenik ve toksik etkileri
olmasindan dolay1 sagligimiz agisindan EDC ‘nin zararli olmayan yada daha az

zararli olan kimyasallara doniistiiriilmesi gerekmektedir (Nouchi, 1984).


http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Slika:1,2-dichloroethane.svg&page=1
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Slika:1,2-dichloroethane.svg&page=1
http://sl.wikipedia.org/wiki/Slika:1,2-dichloroethane-3D-vdW.png
http://sl.wikipedia.org/wiki/1,2-dikloretan
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2.3.1.1 1,2 dikloroetan biyoparcalanmasinda is géren mikroorganizmalar

1,2 dikloroetanin parcalanmasiyla ilgili biyolojik yontemler; fiziksel ve
kimyasal yontemlere gore hem daha ucuz hem de c¢evre dostu yontemler olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir (Wildeman and Verstraete, 2003). Ayrica suda az
miktarda bulundugu icin fizikokimyasal aritimi ¢ok zordur. Bu nedenlede
biyolojik olarak aritim en uygun yontemdir. 1,2 dikloroetan hem aerobik
kosullarda hem de anaerobik kosullarda mikroorganizmalar araciligiyla
parcalanabilmektedir. EDC’nin aerobik biyoparcalanmasiyla ilgili ilk calisma
1983 yilinda yapilmistir (Stucki et al., 1983).Yapilan ¢alismada Pseudomonas sp.
DE2 izolatmin 5mM EDC’yi karbon ve enerji kaynagi olarak kullandig:
saptanmigtir. EDC biyopargalanmasiyla ilgili yapilan aerobik c¢aligmalarda
Pseudomonas sp. izolatina ilave olarak ¢ogunlukla Xanthobacter autotrophicus
GJ10 ve Ancylobacter aquaticus AD25 izolatlarina siklikla rastlanmistir (Hage
and Hartmans, 1999).

1,2 dikloroetan aerobik parcalamasinda kullanilan bu organizmalar kimyasali
elektron vericisi olarak kullanmakta ya hidroliz dehalojenaz enzimi ile yada
oksijenazlarla 2- kloroetanol, monokloroasetat ve son olarak da karbondioksite
kadar parcalanmaktadir.

Anaerobik parcalanmada ise kimyasal1 elektron alicisi olarak kullanip rediiktif
deklorinaz enzimi ile pargalarlar. Genellikle Dehalococcoides ethenogens ve bazi
metanojen bakteriler anaerobik parcalamada is gormektedirler.Methanobacterium
thermoautotrophicum ve Methosarcina barkeri ve Methylosinus trichosporium
kometabolizmayla 1,2 dikloroetan1 etana kadar doniistiirmektedir.(Oldenhuis et
al., 1989)
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2.3.1.2 1,2 dikloroetanin parcalanma yol izi

Xanthobacter autotrophicus GJ10, 1,2 dikloroetanin biyopargalanma
calismalarinda en sik kullanilan organizmalardan biridir. Bu organizmaya ait
pargalanma Yol izinin ilk adiminda hidrolitik dehalojenaz enzimi is gormektedir.
1,2 dikloroetan1 bu enzimle 2- Kloroetanole, alkol dehidrojenaz enzimiyle
kloroasetaldehite ve sonra sirasiyla klooroasetik asit ve glikolik asit olusup
merkezi metabolik yol izine kadar farkl: iiriinlere dontismektedir (Janssen et al.,
1985)

Pseudomonas sp. DCAL1 izolat1 da 1,2 dikloroetan ¢alismalarinda siklikla
kullanilmis olup pargalanma yol izi agiklanmistir. Fakat bu organizmada hidrolitik
dehalojenazlar is gérmemektedir. Buna alternatif olarak ilk adimda monoksijenaz
enzimleri araciligiyla oksidasyon olmaktadir. Bu sebeple NADH veya NADHP
indirgeyici gili¢ kaynagi olarak mutlaka gereklidir. Bu iki organizmanin farkli
biyoparg¢alanma yol izleri Sekil 2.6” da gosterilmistir (Hage, 1999).



19

CHCHz-CH,-Cl
1.2 dikloroetan  NAD(PH o, H:0 1,2 dikloroetan
monooksijenaz Hﬁﬁ{F‘]"{( \‘Hﬂr dehalojenaz
H:0
OH

I
CLCH,-CH-CI  Cl-CHy-CH,-OH
2 kloroetanol

)\ K PO ehidrojensz
HC PQOH;

i
CHCH.-CH
NAD + 0 _ .
Kloroasetaldehit NADH, M“F““Iﬂﬂldﬁhlt
dehidrojenaz 0 dehidrojenaz
|
CI-CHz-C-OH
Hs0
HCI q
0 'y L] n
Kloroasetik asit I Kloroasetik asit
dehalojenaz HO-CH>-C-OH dehalojenaz
CENTRAL METABOLIC
PATHWAYS
Xanthobacter autotrophicus GJ10
Pseudomonas sp. DCA1 Ancylobacter aquaticus AD2S

Sekil 2.6: Pseudomonas sp. DCA1 , Xanthobacter autotrophicus GJ10 ve Ancylobacter aquticus
AD25 ‘e ait EDC’nin farkli par¢alanma yol izleri (Hage, 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Biyoparcalanmada kullanilacak mikroorganizmalar

Tez caligmasinda biyoparcalanma etkinligi saptanan izolatlarin tamami
Petkim Petrokimya Holding A.S. atik su aritma tinitesinden alinan aktif gamur ve

yagl atik camur 6rneklerinden izole edilmistir.
3.1.2 izolasyonda kullanilan besiyerleri ve icerikleri

Bushnell Haas Broth (Sigma-Aldrich-B5051) (Cizelge 3.1) ve Bushnell
Haas Agar (Cizelge 3.2) ortamlar terefitalik asit ve 1,2 dikloroetani parcalayan

mikroorganizmalarin sec¢ilmesini saglamistir.

Cizelge 3.1: Bushnell Haas Broth

Bilesen Miktar g/L
Magnezyum Siilfat 0,20
Kalsiyum Kloriir 0,02
Monopotasyum Fosfat 1,00
Dipotasyum Fosfat 1,00
Amonyum Nitrat 1,00
Ferrik Kloriir 0,05

Cizelge 3.2: Bushnell Haas Agar

Bilesen Miktar g/L
Magnezyum Siilfat 0,20
Kalsiyum Kloriir 0,02
Monopotasyum Fosfat 1,00
Dipotasyum Fosfat 1,00
Amonyum Nitrat 1,00
Ferrik Kloriir 0,05

Agar 15,0
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Ticari olarak temin edilen Bushnell Haas Broth hazir besiyerinden 0,16 gr
tartilarak 250 ml'lik erlenlerde 50 ml distile su iginde ¢oziinerek, 1,5 atmosfer
basing altinda 121°C'de 15 dakika siire ile otoklavlanarak sterilizasyonu

saglanmustir.

Bushnell Haas Agar ortami i¢in; Bushnell Haas Broth ortamindan 0,64 gr
tartilarak 250 ml’lik siselerde 200 ml distile su i¢inde ¢Oziilmiistiir. Daha sonra ise
200 ml ‘lik siselere % 1.5 gr olacak sekilde agar eklenerek Bushnell Haas Agar
ortam1 hazirlanmistir. 1,5 atmosfer basing altinda 121°C'de 15 dakika siire ile

otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmistir.

Ayrica organizmalarin morfolojik farkliliklarini ve cesitliliklerini belirlemek
amaciyla genel bir besiyerleri olan Plate Count Agar (PCA) (Merck 1.05463) ve
Nutrient Agar (NA) (Cizelge 3.3) kullanilmistir.

Cizelge 3.3: Plate Count Agar ve Nutrient Agar Bilegenleri

Bilesen Miktari (g/L )
PCA

Kazeinden Elde Edilen Pepton 5,0

Yeast Extract 2,5

D(+) Glukoz 1,0

Agar-agar 14,0
Nutrient Agar

Etten Elde Edilen Pepton 5,0

Meat Extract 3,0

Agar-agar 14,0

Ticari olarak hazirlanmis Merck “Plate Count Agar” in 4.5 grami 200 ml
distile suda karistirarak tamamen ¢oziiliinceye kadar kaynatilmistir. Otoklavda
121°C’de 1,5 atmosfer basingta 15 dakika steril edildikten sonra, 50°C’ye
sogutulup sonra petri kaplarina dokiilmiistiir. Ayn1 islem Nutrient Agar i¢inde

yapilmistir.
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3.1.3 izolatlarin yikanmasinda kullanilan ¢ézeltiler

Pasajlama sonrasinda kimyasali kullandigimi diisiindiigiimiiz organizmalar
besiyeri ortaminda secilmis ve izole edilen organizmalar biyoparcalama
etkinliklerinin 6l¢iilmesi i¢in besiyerlerine inokiile edilmeden 6nce ortamdan
gelebilecek karbon kaynaginmi uzaklastirmak i¢in PBS ¢ozeltisinde (Cizelge 3.4)

yikanmigtir.

Cizelge 3.4: Phosphate Buffer Saline (PBS) Cozeltisi

Bilesen Konsantrasyon
NaCl 0,12 M
Na;HPO, 0,01 M
KH,PO, 5 mM
Distile su 1000ml
pH 7,5

3.1.4 izolatlarin mikroskobik tamlamasinda kullanilan kimyasallar

Biyoparcalanma yaptigi  gozlenen mikroorganizmalarin  morfolojik
tanilamasinin yapilmasi i¢in gram boyama yontemi kullanilmistir. Bu sayede
mikroorganizmalarin gram ozelliklerinin  belirlenmesi  saglanmistir. Gram
boyamada kullanilan kimyasallarin bileseni Cizelge 3.5, 3.6 ve 3.7'de belirtildigi
gibidir.

Cizelge 3.5: Kristal Viyole Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktari
Kristal Viyolet (%90 boya iceren) 209
Etanol (%95 v/v) 20 ml
Amonyum okzalat 0849
Distile Su 80 ml

Hazirlanan soliisyon iyice karistirildiktan sonra filtre kagidindan gegirilerek

sterilizasyonu saglanmustir.
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Cizelge 3.6. Gram Iyodiir Soliisyonu

Bilesenin Ad1 Miktar (g/300 ml)
Potasyum iyodiir 2.0
Iyot 1.0

Gram iyodiir soliisyonu potasyum iyodiir ve iyotun bir kapta iyice ezilerek

yavas yavas su eklenmesiyle hazirlanmistir.

Cizelge 3.7: Safranin Soliisyonu

Bilesenin Adi1 Miktan
Safranin O 0,259
Etanol (%95 v/v) 10 ml
Deiyonize Su 100 ml

Toz haldeki safranin boyasi etanolde ¢6ziilmiis ve distile su ile 100 ml'ye

tamamlanmistir. Filtre kagidindan gecirilerek kullanima hazirlanmastir.

3.1.5 Tez ¢calismasinda kullanilan Kimyasallar

Terefitalik asit (Sigma Aldrich-18,536-1) ve 1,2 dikloroetan (Sigma Aldrich-
284505) kimyasallar1 kullanilmigtir.

3.1.6 Kimyasallarin ¢oziinmesinde ve diger analizlerde kullanilan ¢ozgenler

Cizelge 3.8 : Cozgenler

DMSO Terefitalik asit cozgeni
Metanol HPLC analizi
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3.1.7 DNA'larin goriintillenmesinde kullanilan kimyasallar

izole edilen DNA'lar agaroz jel sisteminde ticari olarak temin edilen 1X Tris

Asetik Asit (AppliChem 10X TAE) tamponu kullanilarak goriintiilenmistir.

DNA'

larin jelde goriinebilmeleri i¢in GelRed (Biotium) floresanli niikleik asit

boyasi kullanilmistir.

3.1.8 Tez cahismasinda kullanilan cihazlar

R/
A X4

e

AS

Hassas Terazi (Denver Instrument) : Tim ortam bilesenleri ve

kimyasallarin tartilmasinda kullanilmigtir.

Otoklav (Hirayama Hiclave-HV 50L) : Hazirlanan taze ortamlarin ve

kullanilmig organizmali ortamlarin sterilizasyonunda kullanilmaistir.

Steril kabin : Yapilan tim ekim islemlerinde kontaminasyonu onlemek

icin kullanilmistir.

Inkiibatér (Memmert) : Kat1 besiyerlerindeki organizmalarin 25°C 'de

biiytitiilmesinde kullanilmistir.

inkiibatér (New Brunswick Scientific Innova 4340) : Sivi ortamdaki

mikroorganizmalarin 25°C' ve 150 rpm’de biiyiitiilmesinde kullanilmistir.

Inkiibatér (Biosan Inkiibatér ES-20): 1,2 dikloroetan kimyasali

inkiibasyonu i¢in kullanilmistir.

Spektrofotometre (Carry 300 Bio): Ast olarak kullanilacak
mikroorganizmalarin ve biiyiime esnasindaki mikrobiyal yiikiin

belirlenmesinde kullanilmistir.

HPLC (Agilent 1100 Series) : Terefitalik asit biyopar¢alama
yetenegindeki organizmalarin parcalama etkinliklerinin belirlenmesinde

kullanilmastir.

PZR (Techne-TC Plus) : izole edilen mikroorganizma DNA'larinin

molekiiler tanilamasi i¢in ¢ogaltilmasinda kullanilmistir.

Mikroskop (Olympus) : Organizmalarin morfolojik olarak tanilamasinda

kullanilmastir.

pH metre (WTW) : Kullanilacak besiyerlerinin uygun pH'ya

getirilmesinde kullanilmistir.
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Vortex (VWR) : Ekstraksiyon basamaginda ve diger tiim karigtirma

islemlerinde kullanilmistir.

Mikropipetler (Eppendorf) : 10ul, 100ul ve 1000ul pipetler tiim

diisiik hacimdeki aktarim islemlerinde kullanilmistir.
Santrifiij (Hettich) : Terefitalik asitin HPLC analizinde kullanilmistir.

Jel Goriintiileme Cihaz1 (UVP Biospectrum) : izole edilen DNA'lar1 ve

PZR iirtinlerinin goriintiilenmesinde kullanilmistir.

Elektroforez (Thermo Scientific) : Izole edilen DNA' larmn saflik ve

biitiinliik kontrollerinde kullanilmaistir.

GC (Agilent 6890) : 1,2 dikloroetan biyoparcalama yetenegindeki

organizmalarin par¢calama etkinliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Terefitalik asit ve 1,2 dikloroetamn parcalama yetenegi bulunan

mikroorganizmalarin secilmesi

Petkim  Petrokimya Holding A.§ petrol rafineri tesislerinden,
mikroorganizma yogunlugu agisindan en uygun olan dénemlerde aktif ¢amur ve
yagli camur &rnekleri alinmistir. Istenilen hidrokarbonlar1 pargalama yetenegine
sahip olan mikroorganizmalarin se¢ilmesi i¢in modifiye edilmis bir tarama

metodu kullanilmistir (Liu et al., 2010).

Petkim Petrokimya Holding A.S atik giderme tesislerinden alinan aktif
camur (2,5ml) ve yagli atitk ¢amur 6rnekleri (1gr) karigtirilarak homojen hale
getirilmistir. Homojen haldeki ornekler tek karbon kaynagi olarak referans
kimyasallar1 ayr1 ayr1 iceren Bushnell Haas Broth ortamlarina eklenmis ve 25°C
'de 150 rpm'de calkalamali inkiibatérde 7 giin boyunca karanlikta inkiibasyona
birakilmistir (Madsen et al.,1999). Terefitalik asit denemesi, 250ml'lik erlenlerde
50ml Bushnell Haas Broth iceren ortamlarda gergeklestirilmistir. 1,2 dikloroetan
ise buharlasan bir kimyasal olmasi nedeniyle 50 ml’lik kapali (silifli) erlenlerde
inkiibasyonu  saglanmistir.  Sterilizasyonu  saglanan  besiyerlerine,  son
konsantrasyon 25mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L terefitalik asit ve ImM, 5mM ve
20mM olacak sekilde 1,2 dikloroetan eklenmistir. Tiim ¢alismalarda denemenin
paraleli yapilmis olup kontrolleri saglanmustir.

Terefitalik asit suda ¢ok az miktarda ¢oziinmektedir. Bu nedenle ¢ozgen
olarak organizmalara kritik miktar1 asilmadiginda zarar1 olmamasindan dolay1
DMSO (dimetilsiilfoksit) kullanilmigtir. Sivi halde bulunan 1,2 dikloroetan ise
¢ozgen kullanmadan ortama direk eklenmistir. Ortama eklendikten bir siire sonra

su icerisinde dagildig1 gézlemlenmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda erlenlerden, aymi konsantrasyonlarda
kimyasal iceren 50ml steril Bushnell-Haas Broth besiyerlerine 2,5 ml aktarim
yapilarak inkiibasyon islemi tekrarlanmisir. Her pasajlama islemi sirasinda,
mikrobiyal yiikiin ve ¢esitliligin belirlenebilmesi icin erlenlerden 6rnekler alinarak
PCA ortamlarma seyreltme plaka yontemiyle ekim yapilmis olup bir dnceki
pasajlamada elde edilen petrilerle karsilastirilarak mikrobiyal c¢esitlilikteki

artmalar ya da azalmalar belirlenmistir.
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Bes kez yapilan pasajlamanin  ardindan, ortamda {ireyebilen
mikroorganizmalarin se¢ilmesi i¢in; 100mg/L kimyasal igeren Bushnell Haas
Agar besiyerine dokme plaka yontemi ile ekim yapilarak 25°C 'de 7 giin

inkiibasyona birakilmustir.

Bushnell Haas Agar  besiyerlerinde belirgin bir sekilde biiyiiyen koloniler
secilmigtir. Secilen mikroorganizmalarin en iyi biiylime gosterdigi ve en fazla
mikrobiyal cesitliligin bulundugu 100 mg/L terefitalik asit ve 20 mM 1,2

dikloroetan i¢eren besiyeri ortamina ekilmistir.

Bushnell Haas Agar ortaminda biiyliyen mikroorganizmalar, karbon
kaynag1 olarak sadece kimyasali kullandig1 i¢in morfolojik farkliliklarint gérmek
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle se¢ilen organizmalarin PCA genel besiyerine
cizgi ekim yontemi ile ekilerek, renk, koku ve sekil gibi morfolojik farkliliklarin
gozlemlenmesi saglanmigtir. PCA ortamlart 25°C'de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda PCA'da iireyen mikroorganizmalar koloni
farkliliklarina gore belirlenmis ve farklilik gosteren koloniler besiyeri ortamindan
alinarak saflastirma amacgli ¢izgi ekim yontemi ile yeniden PCA ortamlarina
ekilmistir. Saf oldugunu diisiindiiglimiiz mikroorganizmalarin gram boyamalari
yapilarak mikroskop goriintiileriyle kontrolleri yapilmistir. Saflagtirma sonunda
elde ettigimiz organizmalar yatik Nutrient Agar ortamina ¢ekilerek daha sonraki

analizler i¢in saklanmistir.

3.2.2 1lzole edilen mikroorganizmalarin biyoparcalanma etkinliklerinin
belirlenmesi

Besiyeri setleri hazirlanmadan oOnce kullanilacak erlenler H»SO4

cozeltisinden (%40) gecirelerek cam yiizeyinde bulunabilecek organik

maddelerden arindirilmistir.

Terefitalik asit denemesinde; 250 ml'lik erlenlerde hazirlanan ve tek karbon
kaynagi olarak 100 mg/L terefitalik asit igeren, 1,2 dikloroetan igin ise 20mM

olacak sekilde silifli erlenlerde Bushnell Haas Broth ortamlar1 kullanilmistir.

Yatik nutrient agarda saklanan izolatlar biyoparcalanma etkinliklerinin

olgiilecegi denemeden Once aktivasyonlarinin saglanmasi igin; her iki kimyasal
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icin uygun olarak segilen izolatlar 50 ml nutrient broth ortamina ekilerek 25°C de

24 saat boyunca 150 rpm de ¢alkalamali inkiibatorde biiyiitilmiistiir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda erlenlerden steril mikrosantrifiij tiiplerine 1ml
almarak 5000 rpm'de 3 dakika santrifiijlenmistir. Inokiilasyon sirasinda Nutrient
Broth ortamindan gelebilecek organik maddelerin uzaklastirilmasi icin; santrifiij
sonunda siipernatant uzaklastirllmistir. Kalan mikroorganizma pelletleri iizerine
Iml steril PBS soliisyonu eklenerek karistirllmis ve yeniden santrifiijlenmistir.

Yikama islemi ii¢ kez tekrarlanmis ve son olarak yeniden 1ml steril su ile
stispanse hale getirilmistir. Kullanilacak tiim hiicre siispansiyonlar1 540-600 nm

'de optik yogunluklari 0,3-0,5 olacak sekilde optimize edilmistir.

Biyoparcalanma analizinde kullanilacak mikroorganizma siispansiyonlarinin
optik yogunluklarinin karsilik geldigi mikrobiyal yiikiin belirlenmesi i¢in; 0,3-0,5
olarak ayarlanan siispansiyonlar 10 'a kadar seyreltilmis ve PCA ortamlarina
ekimleri yapilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 0,3-0,5 optik yogunlugun

yaklasik olarak 10%- 10" kob/ml oldugu belirlenmistir.

Biyopargalanma etkinliginin 6l¢iilecegi her izolat igin paralel iki deney seti
hazirlanmistir. Ayrica izolatlarin etkinlik Ol¢lim analizleri i¢in 6rnek alinmasi
esnasinda meydana gelebilecek kontaminasyon riskine karsilik, deneme siiresince

acilmadan bekletilecek kontrol erlenleri hazirlanmistir.

Hazirlanan tiim erlenler hidrokarbonlar eklenmeden 6nce otoklavlanmustir.
Otoklavlanmis steril Bushnell Haas Broth ortamlarina %5 oraninda hidrokarbon
ve %5 oraninda (2.5 ml) bakteri siispansiyonlar1 eklenerek 150 rpm ¢alkalamali
inkiibatorde 25°C 'de inkiibe edilmistir. Erlenlerin tamami karanlik ortamda

inkiibe edilerek fotooksidasyon ihtimali de engellenmistir.

3.2.2.1 Biyoparcalama etkinliginin belirlenmesi icin vapilan Kkiiltiirel

analizler

Mikroorganizmalarin  ¢evresel kosullara olan adaptasyon siiregleri;
bulunduklar1 ortamin bilesenleri, sicaklik, oksijen igerigi vb. gibi birgok faktorden
etkilenmektedir. Etkinlik ol¢timleri i¢in kullanilan ortamlarin yeterliligi,
cozgenlerin  toksik etkilerinin olup olmadigi ve oksijen miktarinin

mikroorganizmalar iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in mikroorganizmalarin
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canlilik faaliyetlerinde ki artig/azalisi sayisal olarak belirleyen kiiltiirel ekim

yontemi kullanilmistir.

Bu amagla, deneme siiresince 2 giin araliklarla her deneme erleninden
almman ornekler seyreltme plaka yontemi ile PCA ortamina ekilmistir. Boylece
mikrobiyal yiikteki artma veya azalma miktarlar ile organizmalarin kontrolii

saglanmistir.

Ayni zamanda kor olarak kullanilan erlenlerden de ekimler yapilarak

erlenlerde herhangi bir kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilmistir.

3.2.2.2 Bivoparcalama etkinliginin belirlenmesi icin yapilan analitik analizler

Yapilan kiiltiirel analizlere ek olarak, mikroorganizmalarin biyoparcalama
yeteneklerinin sayisal verileri; karbon kaynagi olarak kullanildigi diisiiniilen
terefitalik asitin zamana bagl azalmasini belirleyen Yiiksek Performansli Sivi
Kromotografisi (HPLC - High Performance Liquid Chromatography) ile

Olctilmiistiir.

HPLC analizlerinde ; Metanol - Su sistemi (%80 - %20), 1ul enjeksiyon ve
0.4 ml akis hiz1 ve 25°C kolon sicakligi kullanilmistir. Analiz kolonu olarak

Agilent Zorbax Eclipse PAH Column kullanilmustir.

Analiz i¢in 6rnekler sisteme verilmeden once steril mikrosantrifiij tliplerine

Iml 6rnek alinmistir.

Terefitalik asit dimetilsiilfoksit (dmso) ¢ozgeni ile ortama eklendiginde homojen
bir sekilde besiyerinde bulundugu i¢in organizma pelletlerinden arindirmak igin

3000rpm’de 2 dakika santrifiijlenmektedir.

Yapilan c¢alismada mikroorganizmalarin biyopargalama verimliliginin

kiyaslanmasi amagli standart egriler olusturulmustur (Grafik 4.1).

Yapilan tiim kiiltiirel ve analitik analizler, biyoparcalanma etkinliginin

dogrulanmasi i¢in 2'ser paralelli olarak yapilmistir.
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3.2.3 Secilen mikroorganizmalarin 6n tanilamalan
Yapilan kiiltiirel ve analitik analizler sonucunda, biyopar¢alanma

yeteneginde olan izolatlarin 6n tanilamalar1 yapilmistir.

Bunun icin kiiltirel ve biyokimyasal Ozelliklerine ek olarak ileri
tanilamalarinda molekiiler teknikler kullanilarak 16S rDNA dizi analizi ile

izolatlar tanimlanmistir.

3.2.3.1 Kiiltiirel ozellikler

Izolatlar PCA’ya ekilerek 25°C’de 24 saatlik inkiibasyonlarindan sonra
olusan koloniler morfoloji, renk, koku ve pigmentasyon bakimindan

incelenmislerdir.

3.2.3.2 Mikroskobik 6zellikler

Inkiibasyondan sonra PCA ’daki kiiltiirlerin hem Gram boyama ve hem de
KOH testi ile Gram reaksiyonlarma bakilmis, bakteri morfolojileri ve boyutlar
100x’lik biliylitmede mikrometrik lam ve mikrometrik okiiler kullanilarak

mikroskopta incelenmislerdir.

3.2.3.3 Biyokimyasal ozellikler

KOH Testi

Gram boyama testini desteklemek amaciyla yapilan bu denemede, temiz bir
lamin iizerine 1 damla %3’lilk KOH ¢d6zeltisi damlatilarak tizerine 30°C’de 24
saat PCA’da biiyiitiilmiis izolatlardan bir 6ze dolusu konulmus ve bir cam ¢ubukla
karistirilmistir. Siispansiyondan cam ¢ubugu c¢ekince bir uzama séz konusu ise,

izolatin Gram (-) oldugu kabul edilmistir (DSM, 1991).
Oksidaz Testi

Bir parca filtre kagidi, Tetrametil-p-fenilendiamin-dikloriir’iin (Sigma
Chemical co.) %]1’lik soliisyonunun birka¢ damlasi ile 1slatilmis ve bu soliisyon
kullanilacag: giin taze olarak hazirlanmistir. 24 saatlik PCA kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu organizma, platin bir 6ze ile alinmis (siradan telden yapilmis 6zeler yanlig
sonuglara neden olabilir) ve filtre kagidinin iizerine yayilmistir. 10 saniye
icerisinde mavi-menekse bir renk olusumu test icin pozitif bir sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Gerhardt et al., 1981; Tamer ve ark., 1989).
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Katalaz Testi

Yatik Nutrient Agar' da 30°C’de 24 saat biiyiitiilmiis kiiltlirlerin {izerine
%3’likk 1ml HyO, c¢ozeltisi damlatilarak gaz kabarciklarinin ¢ikip ¢ikmadigina
bakilmistir. Gaz kabarciklarimin ¢ikist pozitif sonug¢ olarak kabul edilmistir

(Gerhardt et al., 1981; Tamer ve ark. 1989; Temiz, 1994).

3.2.4 Secilen mikroorganizmalarin molekiiler tanilamasi

3.2.4.1 DNA izolasyonu

Kiltiirel ve analitik analizler sonucunda terefitalik asit ve 1,2 dikloroetani
parcalama yeteneginde olan organizmalarin molekiiler tanilamasi i¢in 6ncelikle
DNA izolasyonlar1 yapilmistir. DNA izolasyonu ZR Fungal/Bakteriyal DNA Kiti
kullanilarak asagida belirtilen sekilde yapilmistir.

1-50-100 mg fungal/bakteriyel hiicre igeren 200 pl PBS ig¢inde yeniden
siispanse edilerek BalshingBe:adTNI Lysis tiipline aktarilir ve tizerine 750ul

Lysis Solution eklenmistir.

2- Bashing Bead liziz tiipli maksimum hizda vorteks ile 5dk boyunca
dikkatlice karistirilmastir.

3-Daha sonra 10.000xg’de 1dk santrifiijlenmistir.

4-Santrifiij sonrast elde edilen siipernatanttan 400ul, bir toplama tiipiline
oturtulan Zymo-Spin IV spin filtre’ye aktarilmis, ardindan hemen

7.000xg’de 1dk. santrifiijlenmistir.

5- Toplama tiipiindeki biriken filtrat iizerne 1200u1 Fungal/bakteriyal baglama

tamponu ilave edilmistir.

6- Bu asamadan elde edilen karisgtmdan 800 pl alinarak yeni bir toplama
tiipline oturtulmus Zymo-Spin IIC kolonuna aktarilmig ve 10.000xg’de

1dk santrifiijlenmistir.
7- Sonra ‘6’ nolu basamaktaki islemler tekrarlanmistir.

8- 200ul DNA yikama-0ncesi tamponu yeni bir toplama tiipiine oturtulmus
Zymo-Spin IIC kolonuna aktarilmis ve 10.000xg’de 1dk santrifiijlenmistir.

9- 500ul Fungal/bakteriyal DNA yikama tamponu Zymo-Spin 1IC kolonuna
aktarilmis ve yine 10.000g’de 1dk santrifiijlenmistir.
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10- Zymo-Spin 1IC kolonu 1,5 ml’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirilmis ve 100ul DNA eliisyon tamponu dogrudan kolon igerisinde
orta kisimdaki matrise ilave edilmistir. Daha sonra 10.000xg’de 30sn
santrifiijlenmistir. Santrifiijj sonrast mikrosantriflij icerisinde DNA elde

edilmistir.

3.2.4.2 DNA sathik kontrolii

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’larm biitiinliikleri agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri

Thermo Scientifik-Nanodrop 2000c cihaz ile yapilmustir.

Agaroz jel elektroforezi, 2,5 pul GelRed'li %1 agaroz (Sigma) iceren mini
jelde gerceklestirilmistir. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezde 1xTAE tamponu
kullanilmigtir. 2 pl DNA soliisyonu, 1ul ylikleme boya soliisyonu ve 3pul su ile
karisimi hazirlanarak 80V’da 45 dakika siireyle yiiriitiilmiistiir. Elektroforezde,
DNA belirteg dizisi olarak Nanohelix DNA Ladder (1,0kb’lik) kullanilmistir.
Elektroforez sonucunda baglangi¢ noktasina yakin, yiiksek molekiil agirlikli tek
bir bant gozlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinligiinin tam oldugunu

gostermistir (Ausubel et al., 1997).

PZR driinlerinin  elektroforez ile ayrilmalar1 asagidaki  sekilde

gerceklestirilmistir:

1. Temiz bir erlen icerisine 100ml 1XxTAE konulmus ve 1g agaroz tartilarak

IXTAE igerisine eklenmistir.

2. Agaroz siispansiyonu tamamen berraklagincaya kadar 1sitilarak, agarozun

erimesi ve homojenizasyonu saglanmistir.

3. Agaroz jel, 45-50°C’ye kadar sogutulurken igerisine belirtilen miktarda GelRed

ilave edilmistir.

4. Elektroforez kiivetine taraklar uygun sekilde yerlestirilmis ve jel hava kabarcigi

kalmayacak sekilde, yaklasik 1mm kalinlikta dokiilmiistiir.
7. Jel oda sicakliginda yaklasik 45dk bekletilerek donmasi saglanmastir.

8. Elektroforez tankinin igerisine yerlestirilmis jelin yiizeyini 1-2mm kaplayacak

bigimde 1XxTAE ilave edilmis ve ardindan taraklar ¢ikarilmistir.
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9. PZR iiriinleri ve belirtec DNA yiikleme tamponuyla birlikte kuyucuklara
yiiklenerek elektroforez baglatilmistir.

10. 1,5 saat sonra elektroforez sonlandirilmis ve jel dikkatlice kiivetten alinmistir.

11. Jel UVP Biospectrum cihazi kullanilarak goriintiilenmis ve bantlar belirteg

DNA dizisi ile karsilastirilmistir.
PZR iiriinleri daha sonra sekans analizi i¢in kullanilmistir.

DNA miktar1 ve saflik kontrolii i¢in nanodrop ile 6lgiimler yapilmistir. Bu
amagla 1,5u] DNA Orneginin Ago/Aggo orani belirlenmistir. PZR igin uygun
kalitede DNA’lara ait Ajgo/Azgo degeri 1,80 civarinda olmalidir ( Dale, J. W., and
Schantz M. V., 2002; Gonzalez et al., 2006).

3.2.4.3 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

16S rDNA dizi analizi i¢in gonderilecek DNA 6rneklerinin ¢ogaltilmast,
Taq DNA Polimeraz Kiti (HelixAmp™) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit
icerisindeki bilesiklerin yanisira 16S rDNA’ya 6zgii universal primerler ve kalip

DNA ilave edilmistir.

Amplifikasyon tiipiine eklenecek bilesenler ve reaksiyon basamaklart kit

icerigine gore diizenlenmis olup Cizelge 3.9'da belirtildigi gibidir.

Cizelge 3.9. PZR bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
Kalip DNA Sul
10X Tag Buffer Sul
dNTP 1ul
Primer - F lul
Primer - R lul
5X Tune Up Buffer 10ul

Taq Polimeraz 1,25unit

Su 50ul'ye tamamlanir
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Istenilen bolgenin ¢ogaltilmas: i¢in bakterilerin 16s rDNA'ya 6zgii bolgeye

spesifik universal primer setleri kullanilmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10: Konvensiyonel PZR'da kullanilan primer setleri

Primerler Niikleotid Sirasi
27-F (Forward) 5>-AGA GTTTGATCM TGG CTC AG-3’
1492-R (Reverse) 5’- AAG GAG GTT ATC CAN CCR CA-3’

Istenilen bélgenin cogaltilmasi igin, kit prosediiriine uygun olarak,

reaksiyon basamaklari1 Cizelge 3.11'de belirtildigi gibi hazirlanmustir.

Cizelge 3.11. Cogalmanin saglandigi PZR kosullar1

Islem Dongii Siire Sicaklik
Ik deniitarasyon 1 2dk 95°C
Deniitarasyon 20sn 95°C
(Ayrilma)
Annealing 40sn 56°C
(Baglanma) 30
Elongasyon
(Uzama) 1,5dk 72°C
Son Uzama 1 5dk 72°C
Sogutma - Siirsiz 4°C

3.2.4.4 PZR iriinlerinin Elektroforezi

PZR iirtinleri, 2,5ul GelRed iceren %]1°lik agaroz jelde, 1XTAE tampon
olarak kullanilarak 60V’da 45dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. 2ul PZR {iriinii ve
1ul jel yiikleme boyast ve 3ul su ile karistirilarak kuyucuklara yiiklenmis ve her
elektroforez isleminde orneklerle beraber belirtec DNA dizisi (Nanohelix DNA
ladder 1,0kb) jelde yiirtitilmiistiir.
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Elektroforez sonuglarinda ¢ikan DNA bantlarinin boyutlari, yiiklenen
belirtec DNA dizisi ile Olctilmiistiir. Universal primerlerin uzunlugu yaklagik
olarak 1500bp oldugu i¢in, jel lizerinde bu bolgeye denk gelen DNA bantlari

dikkate alinmistir.

3.2.4.5 PZR iiriinlerinin niikleotid dizilerinin belirlenmesi

Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(MOBAM) tarafindan her bir izolat i¢in belirlenen 16S rRNA niikleotid dizileri,
BioEdit, DNA Baser 3,5 ve Serial Cloner 1.2 programlart kullanilarak
degerlendirilip, uygun forma getirildikten sonra Center for Biotechnology
Information (NCBI) Gen Bankasi’na (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
girilerek kayith diziler ile karsilastirilmis ve blast sonucu % benzerlik oranlarina
gore organizmalar tanilanmistir. Referans diziler ClustalW programiyla indirilmis

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) ve tanilanan diziler ile ¢akistirilmistir. MEGA

5.3 programi kullanilarak, ‘“Neighbor-joining” metoduyla tiirlerin filogenetik
agaci yapilandirilmistir. Ayn1 zamanda belirlenen sekanslar Genbank'a eklenerek

ileriki ¢aligmalarda kullanilmak {izere aksesyon numaralari alinmistir.


http://www.ebi.ac.uk/clustalw
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4. BULGULAR

Tez calismasinda Petkim Petrokimya A.S atik su aritim tesislerinden alinan
aktif camur ve yagl atik camur 6rnekleri Bushnell Haas Broth ortamina eklenerek
pasajlamalar yapilmisir. Calismalarda kullanilan erlen sekil 4.1°de gosterilmistir.
Calismalarda 1,2 dikloroetanin ugucu olmasindan dolay: silifli erlen, terefitalik
asit i¢in ise normal erlen kullanilmistir. Pasajlamalar sonucunda terefitalik asit
icin 100 ppm , 1,2 dikloroetan i¢in ise 20mM konsantrasyonlarinda en iyi sonuglar

alimmis ve biyoparcalama etkinligi denemelerine bu konsantrasyonlarda devam

edilmistir.

Sekil 4.1: Pasajlama esnasindaki terefitalik asit iceren Bushnell Haas Broth ortami ve ortamdaki
biyoparc¢alama yetenegindeki mikroorganizmalar

Erlen ortamindan alinan mikroorganizmalar ayni konsantrasyonda ilgili
kimyasali igeren Bushnell Haas Agar ortamina ¢izgi ekim yontemi ile ekilmistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2:Bushnell Haas Agar ortamnda bilyliyen mikroorganizmalar

Bushnell Haas agarda biliyliyen mikroorganizmalari  morfolojik
farkliliklarina goére ayirt etmek miimkiin olmamistir. Bunun igin biiyiiyen
mikroorganizmalar steril pipet uglariyla alinarak Nutrient Broth ortaminda
cogaltilmis ve yeniden PCA ortaminda saflastirilarak morfolojik tanilamalari

yapilmustir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3: Pasajlama sonrasi terefitalik asit iceren PCA ortamina akatarilan mikroorganizmalarin
biiyiimesi.
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Pasajlama ve sonrasinda yapilan analizler sonucunda; terefitalik asit ve 1,2
dikloroetan i¢in petrilerde en iyi ve hizli biiylime gosteren mikroorganizmalar

secilerek caligmalara bu izolatlarla devam edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Elde edilen izolatlar

Kimyasal Elde edilen izolat kodlar1
Terefitalik asit T1,T4T5TK
1,2 Dikloroetan E2b,E4b,E6b

Terefitalik asit i¢in elde edilen bu dort izolatin HPLC analizleri ile
biyoparcalanma etkinligi saptanmistir. Fakat 1,2 dikloroetanin biyopar¢alama
etkinligini inceleyecegimiz uygun bir HPLC kolonu bulunmadig: i¢in GC analizi

ile etkinlik belirlenmistir.

4.1 izolatlarin Mikroskobik, Kiiltiirel ve Biyokimyasal Tamlamalar

Uzun bir pasajlama isleminden sonra karbon kaynagi olarak ortama eklenen
kimyasal1 kullandigini diisindiiglimiiz organizmalarin 6n tanilamalar i¢in koloni
morfolojisi, renk, koku, pigment, hiicre biiytikliikleri, gram reaksiyonlari, katalaz,
oksidaz ve KOH testleri yapilmistir. Bu testlerin sonucu izolatlar hakkinda genel
bilgi edinilmis olup parcalama etkinlikleri belirlendikten sonra ileri tanilamalari

sekans analizleri ile yapilmistir.

4.1.1 Terefitalik Asit Sonuclar:

100 mg/L terefitalik asit igeren Bushnell Haas Broth ortaminda 5 haftalik
pasajlamalar sonrasinda mikroskobik ve kiiltiirel tanilamalar1 sonucunda farkl
oldugunu diistindiigiimiiz 6 mikroorganizma bulunmustur. Bu 6 mikroorganizma
100 mg/L terefitalik asit iceren Bushnell Haas Agar ortamina ekildiginde ise
sadece 4 mikroorganizmanin iiredigi goriilmistiir. Bu nedenle terefitalik asit i¢in 4
mikroorganizma(T1,T4,T5,TK) secilmis ve HPLC ile parcalanma etkinlikleri
belirlenmeden 6nce mikroskobik, kiiltiirel ve biyokimyasal tanilamalar1 yapilmis

olup cizelge 4.2’ de verilmistir.



39

Cizelge 4.2. Terefitalik asit calismasinda kullanilan izolatlarin &zellikleri

Ozellikler Tl T4 TS TK
Gram boyama Gr- Gr- Gr- Gr+
KOH + + + -
Katalaz + + + +
Oksidaz + + + +
Koloni rengi acik gri turuncu sar1 mat beyaz

Izolatlarin mikroskobik 6zelliklerine bakmak igin gram boyama yapilmis

olup mikroskop goriintiileri sekil 4.4,4.5,4.6ve 4.7’ de gosterilmistir.

Sekil 4.4: izolat T1'in Gram boyama gériintiisii (100x)

Resim 4.5: izolat T4'{iin Gram boyama goriintiisii (100x)
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Sekil4.6: izolat T5'in Gram boyama gériintiisii (100x)

Sekil 4.7: izolat TK’nin gram boyama goriintiisii(100x)

Yapilan calismada elde edilen 4 izolatin mikoskobik o6zellikleri disinda PCA
ortamindaki kiiltlirel karakteristikliginide bakilmigtir. Kiiltlirel ortamdaki {iremeleri

Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8: T1,T4,T5ve TK kodlu izolatlarin PCA ortamindaki goriintiisii

4.1.2 1,2 dikloroetan sonuglari

1,2 dikloroetan kimyasali icin silifli erlenler kullanilarak kimyasalin
buharlagsmasi Onlenmistir. Kimyasalin buharlasma 6zelliginde dolay1 pasajlama
esnasinda erlenler sadece haftada bir kez acilmasina 6zen gosterilmis olup daha
sonraki analizler i¢inde bu durum dikkate alinmistir. Sekil 4.9°da kor erlenine

gore bulaniklik meydana getiren izolatlar1 ve silifli erlenler gosterilmistir.



42

Sekil 4.9 Kor erleni ve 4b izolatinin Bushnell Haas Broth ortamindaki gériintiisii

Tez g¢aligmasinda 1,2 dikloroetan kimyasali erlen ortaminda biyopargalama
etkinligi belirlenecek olan 5 farkli mikroorganizma bulunmustur. Fakat Bushnell
Haas Agar ortaminda 3 mikroorganizmanin tremistir. E2, E4b ve E6 kodlu
izolatlarin mikroskobik goriintiisii resim 4.10 ; petri goriintiileri ise Sekil 4.11°da

verilmistir.

Cizelge 4.3: 1,2 dikloroetan ¢aligmasinda kullanilan izolatlarin 6zellikleri

Ozellikler E2b E4b E6b
Gram boyama Gr+ Gr+ Gr-
KOH - ] +
Katalaz + + +
Oksidaz + + +

Koloni rengi sar1 sar1 beyaz
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Sekil 4.10: E2b, E4b ve E6b kodlu izolatlarin mikroskobik goriintisii
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Sekil 4.11 E2b, E4b ve E6b kodlu izolatlarin petri goriintiisii
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4.2 izolatlarin Biyoparcalanma Etkinliginin Belirlenmesi

Tez calismasinda Bushnell Haas ortamlarinda denenen ve biyoparg¢alama
etkinligi oldugunu diislindiigiimiiz  izolatlar; terefitalik asit icin HPLC,1,2

dikloroetan i¢in ise GC analizi yapilarak biyoparc¢alama etkinlikleri belirlenmistir.
4.2.1 Terefitalik Asit Sonuclari

Terefitalik asit icin HPLC‘de olusturulan standart grafik 4.1°de verilmistir.
Bu standarta bagli olarak HPLC’de olusan alan ile kimyasalin konsantrasyonu

hakkinda sonuca varilmstir.

Compound #1, DADRT E
Area =7 TEETE1STAME +22. 756270

“|Rel. Res%7): -27 058 500 ppm

E 250 ppm
2500—f 200 pprn

100 pprm 1580 ppm

3
4

| 10 ppm50 ppm

Correlation: 0.99030

) ) ) ]
0 100 200 300 400 Amount{ngiul]

Grafik 4.1: Terefitalik asit standart egri grafigi

Terefitalik asit HPLC denemesinde kullanilan tiim izolatlar i¢in 100 mg/L
kimyasal kullanilmistir. HPLC denemesi boyunca tiim izolatlar i¢in tamamen
pargalanma olurken kor erleni denemesinde hicbir degisiklik olmamustir. Izolatlar
arasindaki tek fark ise par¢alama zamanlaridir. Terefitalik asit denemesinden elde
edilen 4 izolatin HPLC piklerindeki degisimler grafik 4.2, 4.3, 4.4, 4.5°de
verilmistir. Analizlerde kor erlenleride kullanilarak biyoparcalama etkinligi ve
orani hakkinda karar vermemize neden olmustur ve kor erleninde yapilan HPLC

denemesi grafik 4.6’da verilmistir
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Grafik 4.2: T1 izolatinin HPLC sonuclari
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T1 izolat1 icin HPLC grafiklerine bakildiginda terefitalik asiti 8 saat
sonunda %100 oraninda pargaladig1 goriilmiistiir. Alikonma zamani yaklasik 3.5
dk. olarak goriilen pikin terefitalik asit ¢ozgeni olan DMSO’ya ait oldugu
belirlenerek ilave pik olusumu goézlenmemistir. Dort farkli saatte  paralelli
ornekler alinarak orantili bir bigcimde oOzellikle 4.saatten sonra kimyasalin

parcalandig1 goriilmiistiir.
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Grafik 4.3: T4 izolatimn HPLC sonuglari
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HPLC analizleri sonucu izolat T4’ iin 67. saat sonunda terefitalik asiti
%100 oraninda parcaladigi goriilmektedir. Bes farkli zamanda alinan Ornekler

sonucunda terefitalik asitin orantili olarak azaldig1 goriilmustiir.
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Grafik 4.4: TS izolatinin HPLC sonuclari
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HPLC analizleri sonucu izolat T5’ in 52. saat sonunda terefitalik asiti %2100
oraninda pargaladigi goriilmektedir. Dort farkli zamanda alinan Ornekler

sonucunda terefitalik asitin orantili olarak azaldig1 goriilmiistiir.
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Grafik 4.5:TK izolatinin HPLC sonuglar:
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HPLC analizleri sonucu izolat TK’ nin 24. saat sonunda terefitalik asiti
%100 oraninda parcaladigi goriilmektedir. Bes farkli zamanda alinan Ornekler

sonucunda Ozellikle 16-24. saat araliginda biyoparcalanmanin arttig1 gérilmiistiir.

Tez caligmasinda kullanilan dort izolattan T ve TK izolatlar1 diger izolatlara

gore daha kisa siirede pargalama 6zelligine sahiptir.

Elde edilen izolatlarin HPLC analizi ile etkinlikleri belirlenirken ayni
zamanda kor erleni denemeside yapilmistir. Aymi konsantrasyonda kimyasal
iceren Kor erleni denemeleri, kimyasallarin mikroorganizmalara bagli olmayan
degisimlerini belirlemek amaciyla Ol¢lilmiistiir. Tiim denemelerde kullanilan kor
erleni sonuglarinda terefitalik asit konsantrasyonunda bir azalma olmamistir. Kor

erleni denemesinin HPLC sonuglar1 Grafik 4.6’da gosterilmistir.
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Grafik 4.6: Terefitalik asit denemesinde kullanilan kér erleni HPLC sonuglari
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4.2.2. 1,2 dikloroetan sonuclari

EDC (1,2 dikloroetan) ise HPLC analizi ile belirlenememis olup Petkim
Petrokimya A.S laboratuarlarina GC-MS analizleri i¢in gonderilmistir. Ancak
aletlerde olusan arizalar nedeniyle GC analizleri tam randimanli bir sekilde
yapilamamistir. Kimyasali kullanan organizmalarin saptanabilmesi i¢in bu
analizler Biyomiihendislik Boliimii Cevre Biyoteknolojisi Laboratuarinda Agilent
GC 6890N cihaz ile yapilmistir.

1,2 dikloroetan; GC (6890N Agilent Technologies Network GC System)
cihaz1 ile FID (flame ionization detector) ve HP-FFAP 30mx0.25mmx0.25
mikrometre  kapiller ~ kolon  (J&W  Scientific)  kullamilarak  analiz
edilmistir.Numuneler 0.2 mikronluk filtreden gecirilerek sisteme verilmistir.
Grafik 4.7 de goriildiigi gibi 1,2 dikloroetan 1.792 alikonma siiresinde pik vermis

olup bundan sonraki 6l¢limlere referans kabul edilmistir.

FID1 A, (DIPEMYZT11201.0)
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Grafik 4.7. 1,2 dikloroetanin GC analizinde saptanmasi

1,2 dikloroetanin buharlasmas1 nedeniyle tiim O©rnekler 1 haftalik
inkiibasyona birakilmis ve silifli erlenler sadece analiz esnasinda acilarak
Olglimleri yapilmistir. Yapilan 7 giinliik ¢alismanin kor erleni 0. ve 7. giin

arasindaki degisimler grafik 4.8 de gdsterilmistir.
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Grafik 4.8. 1,2 dikloroetan iceren kor erleni denemesindeki degisimler

Gorildigi gibi %12’lik bir azalma meydana gelmistir. Bu azalmalara

bakarak

izolatlardaki

diismeler

kimyasalin

biyoparcalama

etkinligini

belirlememize yardimci olmustur. Grafik 4.9’ da izolat E2b, E4b, E6b’nin 7.giin

sonundaki EDC piklerinin alanini1 gostermektedir.
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Grafik 4.9. E2b, E4b, E6b kodlu izolatlarin GC analizi ile biyopar¢alama etkinliklerinin
belirlenmesi
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Yapilan ¢alismada E2b ve E4b kodlu izolatlarin %25-30 oraninda 1,2
dikloroetan1 parcaladig1 saptanmistir. Ancak E6b kodlu izolatin kor ile ayni pik
alanina sahip olmasindan dolay1 biyoparg¢alanma etkinligi gézlemlenmemistir.

Petkim Petrokimya Holding A.S’de yapilmasi planlan EDC analizi rutin
olarak yapildigi igin giivenilir bir sonug¢ olusturacak olup bizim ¢alismamiza yon
vermesi planlanmaktaydi. Fakat cihazda bulunan teknik arizalar nedeniyle EDC
analizinin Petkim tarafindan yapilamamasi bizim hem zaman kaybimiza yol agmis

olup ayn1 zamandada tam olarak GC sartlar1 standardize edilememistir.
4.3. Izolatlarin Molekiiler Tamlamalari

4.3.1. DNA izolasyonu ve saflik kontrolii

Terefitalik asit ve 1,2 dikloroetan igin elde edilen izolatlar, ZR
Fungal/Bakteriyal DNA Kiti kullanilarak DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Elde edilen genomik DNA 'larin kontrolleri %1'lik agaroz jelde yapilmigtir

4.3.2. PZR iiriinleri saflik kontrolii

Elde edilen ve saf oldugu belirlenen DNA' larin {iniversal primerler

kullanilarak ¢ogaltimlar1 gerceklestirilerek %1'lik agaroz jelde dogrulamalari

yapilmustir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Universal primerlerle ¢ogaltilmis PZR {iriinlerinin %1 agaroz jelde yiiritiilerek
bantlarin belirteg DNA dizileri ile karsilagtirtlmasi
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4.3.3 PZR iiriinlerinin niikleotid dizilerinin belirlenmesi

Calismamizda tiniversal primerler ile ¢ogaltilmis olan 16S rRNA’nin baz
dizisi tayini Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi (MOBAM) 'da yaptirilmigtir. Elde edilen veriler Bioedit programi

kullanilarak degerlendirilmistir.

Tir tayini Gen Bankasi’nin web sayfasinda

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) niikleotid dizilerinin kiyaslanarak

benzerliklerin incelenmesi ile yapilmistir. Her bir izolata ait DNA dizileri ve Gen

Bankasi’ndan elde edilen sonuglar sirasiyla verilmistir.

MOBAM ' a gonderilen PZR fiirlinleri yaklasik 1500bp uzunluktadir. Bu
uzunlukta irliniin 1 primer seti (forward veya reverse) kullanilarak okunmasi
durumunda yontem kaynakli olarak arada okunmamis bolgeler olusabilmektedir.
Her bir primerin yaklasik 600 bazlik kismi dogru olarak okunmayi sagladigi
diigstinilmelidir. Reverse primerle elde edilen sekansin bir kisminin forward
primer ile okunan sekansla eslestirilmesi ¢alismanin giivenirliligi agisindan ¢ok
onemlidir (Dale and Schantz, 2002).

Bu nedenle 1500bp’lik PZR iiriiniiniin miimkiin olan en uzun sekans
dizisinin elde edilmesi amaci ile, dizi analizleri iki farkli primer (27F ve 1492R)

kullanilarak yaptirilmistir.

MOBAM laboratuvarindan herhangi bir isleme ugramamis DNA dizi
sonuclar1 gonderilmistir. Her izolat i¢in 2 primer tarafindan belirlenen iki sonug
gonderilmistir. Bioedit programinda bu 2 farkli sonug birlestirilerek her izolat i¢in
tek bir sekans dizisi olugturulmustur. Uygun forma getirilen DNA dizileri Center
for Biotechnology Information (NCBI) Gen Bankasi’'na (BLAST)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) girilerek kayith diziler ile karsilagtirilmis ve
BLAST sonucu terefitalik asit ¢alismasinda; izolat T1: Pseudomonas sp.izolat T4:
Chryseobacterium sp. izolat T5: Burkholderia sp.ve izolat TK: Arthrobacter

nicotinae olarak belirlenmistir.

1,2 dikloroetan caligmasinda ise sekansa gonderilen organizmalar izolat
E2b: Arthrobacter sp. izolat E4b: Microbacterium sp. ve izolat EG6b:

Pseudomonas sp. olarak belirlenmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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Bu islem yapilirken ayn1 zamanda primerlerin ortak belirledigi sekanslar da
eslestirilerek kontrolii saglanmistir. Asagida verilen tiim sekans sonuglar1 5'—3'
dogrultusundadir. DNA dizi sonuglarinin basinda verilen kod numaralart Gen
bankasina kayit ettirilmis dizilerin accession (kayit) numaralaridir. E6b kodlu
izolat hari¢ diger tiim Ornekler igin accession numaralari alinmis olup, E6b kodlu

izolatin sonucu heniiz gelmemistir.

[zolatlara ait 16S rDNA’nin kismi dizileri Cizelge:4.4, 4.5, 4.6,4.7,4.8, 4.9

ve 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.4. JX480627 aksesyon numarasi ile Genbank' a kayit ettirilmis izolat T1:
Pseudomonas sp. 16S rDNA dizisi.

GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAG
TTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGC
TAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA

Cizelge 4.5. JX480628 aksesyon numarasi ile Genbank'a kayit ettirilmis izolat
T4:Chrysobacterium sp. 16S rDNA dizisi.

TATACGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAG
GCGGATCTGTAAGTCAGTGGTGAAATCTCACAGCTTAACTGTGAAACT
GCCATTGATACTGCAGGTCTTGAGTAAGGTAGAAGTAGCTGGAATAAG
TAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGA
AGGCAGGTTACTATGTCTTAACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGG
AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGCTA
ACTCGTTTTTGGGTTTTCGGATTCAGAGACTAAGCGAAAGTGATAAGT
TAGCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGTGGTTTAATTCGATGATAC
GCGAGGAACCTTACCA

Cizelge 4.6. JX480629 aksesyon numarasi ile Genbank'a kayit ettirilmis izolat T5: Burkholderia
sp. 'nin 16S rDNA dizisi

TGCAGTCGACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGA
ACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCG
GCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGG
GACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAG
TTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAG
AGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
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GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTG
TCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGCCGGGGGATGACGGTACC
GGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCA
GGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATT
CCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGG
CGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGA
TGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCG
TGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCG
ATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGC
TGAGAGGCGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCAT
GGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAG
GGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAG
TCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTC
TAACCGCAAGGAGGACGTCA

Cizelge 4.7. JX480630 aksesyon numarasi ile Genbank'a kayit ettirilmis izolat TK: Arthrobacter
nicotinae ‘nin 16S rDNA dizisi

TAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGC
TCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTC
GGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTG
GAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC
GATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATTTACTGACGCTGAGGAGCGAA
AGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA
AACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTA
GCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGG
ATTAATTCGATGC

Cizelge 4.8. KC480441 aksesyon numarasi ile Genbank'a kayit ettirilmis izolat E2b: Arthrobacter
sp’nin 16S rDNA dizisi

GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTATCGTGAAAGTCCGAGGCTCAA
CCTCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAG
ACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGATGGCGAAAGGCAGGTCTCTGGGCATTTACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGC
CGTAAACGTTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCG
CCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT
GCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATG
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TTCCAGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTCGGGGCTGGTTCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCG
GGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACA
ATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCTA
AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAG
TCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTTGGTAACAC
CCGAAGCCGATGGCCTAACCACCT

Cizelge 4.9. KC480442 aksesyon numarast ile Genbank'a kayit ettirilmis izolat E4b:
Microbacterium sp’nin 16S rDNA dizisi.

TGCTGTGAAATCCGGAGGCTCAACCTCCGGCCTGCAGTGGGTACGGGC
AGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGG
AATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTG
GGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCT
TAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGG
GGTCCATTTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGT
CAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT
TCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGG
GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAA
TACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTG
AGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGA
TCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCC
GTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGCCT

Cizelge 4.10. izolat E6b: Pseudomonas fluorescens’ in 16S rDNA dizisi.

GCTACCGTTCTGGCTCAGGCAATCGTCAACGAAGGCTACAAAGCCGTC
GCTGCCGGCATGAACCCGATGGACCTCAAGCGCGGCATCGACAAAGC
GACCATCGCTGTTGTTGCCGAGCTGAAAAACCTGTCCAAGCCATGCGC
TGACACCAAGGCTATCGCTCAGGTAGGCACCATCTCCGCCAACTCCGA
CAGCTCCATCGGCGACATCATTGCCGAAGCCATGGAAAAAGTCGGTAA
AGAAGGCGTGATCACCGTTGAAGAAGGCACTGGCCTGGAAAACGAAC
GTCGGTTGTAGAAGGCATGCAGTTCGACCGTGGCTACCTGTCCCCGTA
CTTCGTCAACAAGCCAGAAACCATGGTTGCCGAGCTGGACAGCCCGCT
GATCCTGCTGGTCGACAAAAAGATCTCCAACATCCGCGAAATGCTGCC
AGTACTGGAAGCCGTTGCCAAAGCCGGCCGTCCGCTGCTGATCGTTTC
CGAAGACGTTGAAGGCGAAGCCCTGGCGACGCTGGTTGTGAACAACA
TGCGTGGCATCGTTAAAGTCGCAGCCGTC
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Cizelge 4.11°de ise izolatlara ait dizilerin NCBI’daki referans organizmalara
benzerlik oranlar1 ve erisim adresleri verilmistir.

Cizelge 4.11. izolatlarn NCBI’daki benzerlik oranlart

izolat Referans Organizma Ref. Organizma Benzerlik
kodlar .. Oranlari
Erisim Numarasi
T1 HF674459.1 Pseudomonas sp %100
T4 JX480628.1 Chryseobacterium %100
Sp
T5 JX480629.1 Burkholderia sp. %100
TK KC178593.1 Arthrobacter %100
nicotinae
E2b JX477802.1 Arthrobacter sp. %99
E4b KC119117.1 Microbacterium sp. %100
E6b AY123661.1 Pseudomonas %99
fluorescence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444908202?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H6VDBYCW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/407355555?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H6VT3GHN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/407355598?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H6VW0X1E013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/440658041?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=H6VZ2CA7013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/408776189?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H6W2B10001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/440134956?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=H6W57B7P013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22121795?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H6W8ETU6013
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4.3.4 Filogenetik Agac¢ Olusturulmasi

Izolatlara ait 16S rDNA dizileri Mega 5.3 programi kullanilarak hizalanmig
ve gerekli baz dizileri temizlenmistir. Daha sonra ClustalW ile “Neighbor-

joining” metoduyla tiirlerin filogenetik agaci yapilandirilmistir (Sekil 4.13).

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853
4@ kodh izolat
Ebb kodl izolat

Klebsiella pneumoniae ATCC 11046
T4 kodh izolat
Leuconostoc mesenteroides NFCB 329

Lactobacillus casei ATCC 393
Listeria monocytogenes ATCC 10357

T4 kodh izolat

— — E4b kodh izolat

TK kodh izolat
E2b kodh izolat

Arthrabacter protophormiae

0.0

Sekil 4.13: izolatlarin Filogenetik Agaci
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SONUCLAR VE TARTISMA

Giliniimlizde gelismis {ilkeler, gelismiglik diizeylerini olusturma siireci
icerisinde kentlesme ve sanayilesme politikalar1 giiderken ¢evre sorunlarinin bas
gostermesi ve ekolojik dengenin bozulmasi sebebiyle ileride karsilasmalari
muhtemel ¢evresel tabloyu gérmiisler, ulusal ve uluslararasi boyutta ortaya ¢ikan

sorunlarin agilmasi ve ¢evrenin korunmasi konusunda ¢alismalara baslamislardir.

Son zamanlarda bu ¢alismalar arasinda 6zellikle petrokimya endiistrisi atik
sularmin aritimi tizerinde hassasiyetle durulmaktadir. Giiniimiizde geleneksel aktif
camur sistemleri hala yaygin olarak atiksu aritim tesislerinde kullanilmaktadir
fakat bu sistemler genellikle atiksuyun kolay pargalanabilir bilesikleri igin is
goren sistemlerdir. Rekalsitrant bilesiklerin bu sistemlere aniden girisi veya giris
suyunda onlarin oranmin artmasi sistemi basarisizliga ugratir. Bu sistem
diisiikliigii baslica bu rekalsitrant bilesikleri pargalama kabiliyetindeki bakteri
populasyonundaki ~ azalmadan  dolayidir.  Bircok  endiistriyel  atik,
mikroorganizmalara yabanci olan ve mikroorganizmalarca pargalanmaya direngli
olan insan yapimi kimyasallar1 icerebilir. Boyle atiklarin biyolojik aritiminda
bliylik  zorluklar  goriilebilir. Boyle  durumlarda, yerli  populasyon
bioaugmentasyon olarak bilinen bir prosesle spesifik kirleticilerin par¢calanmasini

gerceklestirmek i¢in se¢ilmis 6zel bakterilerle iyilestirilebilir.

Yapilan tez ¢alismasinda dogal yollarla elde edilen mikroorganizmalarin
cevresel kirlilik etmeni olan terefitalik asit ve 1,2 dikloroetanin
biyopar¢alanmasindaki etkinliklerinin 6l¢tilmesi hedeflenmistir. Bu amacla bu
kimyasallar1 iceren atik su aritma suyundan alman aktif ¢amur ve yagh camur
orneklerinden terefitalik asit biyopargalama yeteneginde olan toplam 4 tiir 1,2
dikloroetan i¢in ise 2 tiiriin izolasyonlar1 yapilarak tanilanmis ve biyoparcalama

etkinlikleri 6l¢iilmiistiir.

Terefitalik asit kimyasali ile ilgili yapilan ¢alismaya baktigimizda; 6 farkl
izolat elde edilmistir. Fakat yapilan HPLC analizleri sonucunda 4 farkli izolatin
biyoparcalama etkinligi belirlenmis olup, tamamen biyoparcalanma gézlenmistir.

HPLC verilerinde olusan yeni bir pik gozlenmemis olup terefitalik asit yerine
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olusan bilesigin ya karbondioksit ve suya kadar parcalandigr ya da kullanilan

HPLC kolonunun yeni kimyasal1 belirleyememesinden kaynaklanabilmektedir.

Terefitalik asiti karbon kaynagi olarak kullanabilen Pseudomonas sp.
izolatiyla ilgili benzer bir caligmaya bakildiginda, kimyasalin biyopar¢alanma
etkinligini arttirmaya yonelik farkli parametreler denemistir. Ortamdaki ire
miktarin arttirarak 1400 mg/L terefitalik asitin parcalandigi gozlemlenmistir.
Yaklagik 50 saat igerisinde ortamdaki kimyasal tamamen tiikenmistir (Wang,

2011).

Boya fabrikasi atiksularindaki terefitalik asit biyopargalama calismasinda
aerobik, anaerobik ve anoksik sartlarda biyoparg¢alanma oranlar1 ¢alisilmistir. En
iyi par¢alamanin aerobik sartlarda oldugu gosterilmistir. 2000 mg/L ve 2000 mg/L
terefitalik asitin, anaerobik kosullarda %56, anoksik kosullarda %10 ve aerobik
kosullarda ise %96 oraninda parcalanma meydana gelmistir. Bu c¢alisma
sonucunda aerobik parcalamanin diger kosullardan ¢ok daha onemli oldugu
gosterilmistir. Aerobik kosullarda ilk sekiz saat igersinde kimyasalin biiyiik
miktar1 parcalanmis olup 24 saat sonunda ortamdaki terefitalik asit tiikenmistir

(Guan et al., 2003).

Diger bir caligmada ise fitalik asit izomerleri anaerobik biyoparcalanmasi
calisgitlmistir. 500 mg/L terefitalik asit 60 giin sonunda pargalanmistir. Bu
calismada diger c¢alismalara benzer olarak anaerobik parcalanmanin aerobik

parcalanmaya gore daha zor oldugunu gostermistir (Kleerebezem, 1999).

Terefitalik asitin yer aldigi fitalik asit izomerleriyle ilgili yapilan bir
caliymada yiiksek konsantrasyonlarda bulunan kimyasalin ~ mikrobiyal
konsorsiyum olusturularak basartyla parcalandigi gosterilmistir. Pseudomonas ve
Bacillus 'un kullanildig1 ¢alismada tek bir organizmayla kismen pargalanirken ikisi
beraber bulunudugunda 8000mg/L terefitalatin parcalandigr gosterilmistir
(Kimura and Ito, 2001). Benzer bir ¢alisamada ise Arthrobacter, Alcaligenes,
Corynebacterium bakterileri kullanilarak karisim halinde aritim sistemine verilmis
ve fitalik asitin li¢ izomerinide pargaladigi ¢alisilmistir. Tek bir izolatin bu ii¢

izomerin bulundugu ortamda yasayamamasina ragmen ii¢li birlite vulundugu
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zaman kimyasali parcalamalar1 konsoriyum ¢alismalarinin 6zellikle yiiksek

konsantrasyonlarda etkili oldugunu gostermistir (Gibson and Subramanian, 1984).

Son yillarda terefitalik asit biyopargalanmasiyla iliskili olan cis-dihidrodiol
dehidrojenaz enzimleri ile iligkili molekiiler calismalarda mevcuttur ( Bains et al,
2012). Diger benzer ¢alismalara bakildiginda kansorejen etkisi oldugu bilinen
terefitalik asitin mikroorganizmalarca biyopar¢alanmasinin ¢evresel kirlilige olan
olumlu etkileri acik¢a ortaya konmustur.

Terefitalik asit arittimina baktigimizda bizim kullamidigimiz 100 mg/L
konsantrasyonun yeterli oldugunu gérmekteyiz. Fakat olasi bir durumda atik su
sitemine gelen daha yiiksek miktardaki terefitalik asiti parcalayan
mikroorganizmalarin olmast ¢alismanin ileriki hedefleri arasindadir. Bu durumda

biyopargalama i¢in mikrobiyal konsorsiyum olusturulmasi uygun olacaktir.

Atik sularda bulunan rekalsitrant kimyasallar arasinda yer alan 1,2
dikloroetan (EDC); hem insan saghigi hemde c¢evre kirliligi agisindan
parcalanmas1 gereken bir bilesik olup biyolojik aritim en alternatif yontemdir.
Glinlimiize kadar yapilan caligmalarda aerobik ve anaerobik biyopargalanma
caligmalar1 yapilmistir. EDC biyopar¢alanmasiyla ilgili yapilan aerobik
caligmalarda Pseudomonas sp. izolatina ilave olarak ¢ogunlukla Xanthobacter
autotrophicus GJ10 ve Ancylobacter aquaticus AD25 organizmalarina siklikla

rastlanmistir (Hage and Hartmans, 1999).

1,2 dikloroetan biyoparcalanmasiyla ilgili yapilan tez c¢alismasinda, 2
izolatin yaklasitk %25-30 oraninda 7 gilin igersinde kimyasali saptadigi
gozlemlenmigstir. Calismalar hava almayacak sekilde silifli  erlenlerde

gerceklestirlmis ve ornekler 1 haftalik inkiibasyon sonucu 6l¢iimleri yapilmistir.

Petkim Petrokimya Holding A.S’de yapilmasi planlan EDC analizi rutin
olarak yapildig1 i¢in gilivenilir bir sonu¢ olusturacak ve bizim calismamiza yon
vermesi planlanmaktaydi. Fakat cihazda bulunan teknik arizalar nedeniyle EDC
analizinin Petkim tarafindan yapilamamas1 bizim hem zaman kaybimiza yol agmis
olup hemde tam olarak standardize edilememistir. Laboratuar kosullarimizda GC
cthazimiz olmadidi i¢in es zamanli 6rnek analizi miimkiin olmamis olup ancak 1
haftalik inkiibasyona birakilip organizmalardaki degisimler incelenmistir. Buda
calismanin gidisatiyla ilgili karar verilmesine teskil olmustur. Bundan sonraki

hedeflerimiz arasinda 6zellikle EDC i¢in ekstraksiyon metotlar1 gelistirmek yada
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miimkiinse anaerobik yada anoksik sartlarda calisarak Orneklerin gilivenilir
bicimde belirlenmesi diistiniilmektedir. Ayrica ¢alismada yapilmis olan 7 giinliik
inkiibasyon siiresi uzatilarak kimyasalin par¢alanma etkinliginin daha uzun siirede

incelenmesi ileriki hedeflerin arasindadir.

Benzer ¢alismalara baktigimizda Xanthobacter autotrophicus GJ10, 5mM
EDC konsantrasyonunda kapali serum siselerinde c¢alisilmistir. Haloalkane
dehidrojenaz ve halokarboksilik asit dehalojenaz enzimi is gormektedir.
Biyopargalanma etkinligine GC cihazi ile bakilmis olup orneklerin ekstraksiyonu
dietileter iceren dodekan ile yapilmistir. 200 dakika gibi kisa bir siirede kimyasal
parcalanmistir. Ayrica c¢alismada enzimlerin farkli sicaklik ve pH’daki

aktivitelerinede bakilmistir (Janssen et al., 1984).

Mycobacterium spp. TA5 ve TA7 suslaryla ilgili klorlu bilesiklerin
biyopaarcalanmasi ile ilgili calismaya bakildiginda kapali serum siseleri
kullanilmistir. Bu suslar etan kullanan bakterilerdir ve ortama belli oranlarda etan
eklenerek biyopargalanma oranlarina GC cihazi ile bakilmistir. EDC i¢in TA7
susu etkili olmustur. 3 giin icerisinde %3 etan iceren TA7 susu 1 mg/L kimyasalin
%95’inden fazlasi pargalanmistir. %12 etan igeren ortamda ise 14 giinde 50 mg/L

kimyasalin %50 den fazlas1 par¢alanmistir ( Hashimoto et al., 2000).

1,2 dikloroetan ile ilgili son yillarda yapilan bir ¢alismada agir metallerin
kimyasalin biyoparcalanmasina etkisi incelenmistir. Arsenik, civa, kursun gibi
agir metallerin , 1,2 dikloroetanin biyoparcalanmasini yavaslatti§i saptanmistir

(Olaniran et al., 2011)

Tez calismasinda kullanilan organizmalar aktif ve yaglhi c¢amur
orneklerinden screening ile elde edilmistir. Bu calismayr diger benzer
biyopargalanma caligmalarindan ayirmaktadir. Genellikle bilinen
mikroorganizmalarla farklt kosullar denenerek biyopargalanmay1 arttirici
caligmalar  yapilmaktadir. 1,2 dikloroetan kimyasali i¢in bilinen bir
mikroorganizma g¢alismanin gidisatin1 kolaylastirmakla beraber biyopargalanma

stiresini kisaltmaya yoenelik ¢aligmalarin yapilmasina olanak vermektedir.

Tez c¢alismasinda kimyasallar1  pargalayacak  mikroorganizmalarin
belirlenmesinde farkli secici ortamlar ve izolasyon yontemleri kullanilmaktadir.

Her ne kadar genis bir enzimatik kapasiteye sahip olsalar da; parcalama
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etkinligindeki bu mikroorganizmalardan verim elde edilebilmesi icin bu
kompleks kimyasallarin ortamda tek enerji kaynagi olarak bulunmasi
gerekmektedir (Ghazali et al. 2004). Yapilan tez galismasinda bir¢ok literatiir
kaynaginin taranmasi sonucunda Bushnell Haas Petroleum Broth zenginlestirme
ortami olarak tercih edilmistir ( Singh et al., 2008; Dzulkapli et al., 2009; Hamza
etal., 2012).

Tez calismasinin sonunda elde edilen izolatlarin ileriki calismalarda cok
daha yliksek miktarda kimyasali tamamen pargalayacagi Ongoriilmektedir.
Mikroorganizmanin verimini arttiracak farkli azot kaynaklar1 sicaklik, pH gibi
parametreler biyoparcalanma oranindaki degisimleri izlenecektir. Ayni zamanda
izolatlarin karigik kiiltiir halinde biyoparcalama etkinliklerinin = 6l¢iilmesi

planlanmaktadir.

Buna ek olarak, izolasyonu yapilan ve tanilanan bu organizmalarin
caligmada kullanilan referans kimyasallar1 parcalayan enzim ya da enzimleri
kodlayan gen bolgelerinin saptanarak klonlanmasiyla biyoparcalamaya odakli
plazmidlerin olusturulmasi ve bu sayede ¢ok daha etkin ve kisa siireli

biyopar¢alama aktivitelerinin elde edilebilecegi diisiniilmektedir.

Ozellikle ABD basta olmak iizere biyoremediasyon piyasasi endiistrilesmis
ilkelerde giderek artmaktadir. ABD’de gelismesinin sebepleri arasinda
biyoremediasyonun biiylik bir kismu ARGE’lerde gelistirilmis olmas1 ve
Amerikan Cevre Koruma Kanunu’nun faaliyet alan1 ¢ok genis ve yaptirimlarinin
diger tlkelere gore cok daha agir olmasidir. 1990’lh yillarda Amerikan
biyoremediasyon piyasasi 60 milyon $ olarak hesaplanirken 1995’de 300 milyon
$’a yiikselmistir. Tiirkiye’de ise; bulunan biyoremediyasyon sirketlerinin ¢ogu
ABD sirketlerinin Tiirkiye’deki temsilcileridir ve {iriin saticisidir. Bununla
beraber, iilkemizde heniiz bir aritim tesisi kurmak tam anlamiyla destek
gormemektedir. Konu ile ilgili yaptirimlar ¢ok yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
ARGE’lerin gelistirilmesi gerekmektedir (Ceyhan ve Esmeray, 2012)

Biyoremediyasyon diger yontemlere kiyasla kontamineli su ve toprak
alanlarinin temizlenmesinde daha ucuz ve gelecek vaat eden bir yontemdir. Uzun
donem kamu sagliginin korunmasi, kiiciik bir alanda ve az sayida ekipmanla dahi
prosesin uygulanabilirligi, tehlikeli materyallerin tasinmasina gerek olmamasi bu

teknolojinin tercih nedenlerindendir.
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Yapilan tez calismasi ile 6zellikle zor parcalanan ve zararli olan terefitalik
asit ve 1,2 dikloroetan1 pargalayan bakterilerin biyolojik aritim sistemlerinde
kullanilmasiyla beraber iilkemizde ¢esitli aritim tesislerinde kullanilacak ve yurt
disindan siirekli bakteri satin alinmasi yerine kendi tiretimimiz olan bakteriler tilke

icindeki aritim sistemlerinde kullanilabilir hale gelecektir.
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