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Pek cok endiistriyel iiriiniin yapisinda bulunan benzoik asit bitkisel ve
hayvansal dokularda dogal olarak bulunan aromatik bir hidrokarbondur. Benzoik
asit kararl bir yapida oldugundan biyolojik yikimi olduk¢a zordur. Bu nedenle
benzoik asidin c¢esitli ¢evrelerde birikimi toksik etki yaparak canlilarin yasamini
tehdit etmektedir. Diger taraftan Pseudomonas aeruginosa gibi bazi
mikroorganizmalar benzoik asidi etkili olarak pargalayabilir.

Bu ¢alismada, 0.002 M benzoik asit ve belirli nutrientleri iceren stok
cozeltiden iki sivi besiyeri (100 ml) hazirlanmistir. Bunlardan biri deney grubu,
digeri ise kontrol grubu olarak belirlenmistir. Her iki besiyerine de stok bakteri
solusyonundan 3 ml eklenerek inokiilasyon yapilmistir ve 72 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Her deneyde deney grubuna g¢esitli kofaktorler
eklenerek eklenen kofaktorlerin benzoik asidin biyolojik yikimi tizerindeki etkileri
aragtirtlmistir.  Ayrica Pseudomonas aeruginosa tarafindan benzoik asidin
yikiminin optimum kosullarin1 belirlemek i¢in 5 farkli pH’da (pH 5, pH 6, pH 7,
pH 8, pH 9) ve 2 farkli sicaklikta (30 °C, 37 °C) calisilmustir.

+++

Bu ¢alismanin sonuclarina gore kiiltliir ortamina NADH, Fe ve Mg™*
birlikte eklendigi zaman deney grubunda pH 7°de ve 37 °C’de benzoik asidin
yikimimin en yiiksek oranda arttigi gozlemlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari
degerlendirilerek benzoik asit tarafindan kirletilmis ¢evrelerden benzoik asit etkili
olarak elemine edilebilir.

Anahtar kelimeler: Benzoik asit, Pseudomonas aeruginosa, Cevre Kkirleticileri,

Biyo-iyilestirme, Aromatik hidrokarbonlar.
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Benzoic acid which is an aromatic hydrocarbon found in structure of many
industrial products as well as exists in plant and animal tissues naturally. Benzoic
acid comprise a chemically stable structure therefore makes its biological
degradation very hard. That is why, acumulation of benzoic acid in the various
environments threats living organisms by toxicating them. On the other hand,
some microorganisms like Pseudomonas aeruginosa capable to degrade benzoic
acid efficiently.

In this study, two liquid media (100 ml) were prepared by using stock
solution including 0.002 M benzoic acid and certain nutrients. One of the media
was defined as experimental group and the other defined as a control group. Both
media were inoculated by adding 3 ml of bacterial stock solution and incubated
throughout 72 hours. In each experiment, various cofactors were added to
experimental group and their effects on biological degradation of benzoic acid
were investigated. In further studies experiments were performed at 5 different
pH’s (pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9) and 2 different temperatures (30 °C, 37 °C)
to determine optimum conditions for degradation of benzoic acid by
Pseudomonas aeruginosa.

+++

According to results of this study when NADH, Fe and Mg"™ were
added together in cultured media, it is observed that degradation of benzoic acid
increased at greatest rate at pH 7 and 37°C in experimental group. By evaluating
results of this study, benzoic acid can be efficiently eliminated from the
environments that were polluted by benzoic acid.

Keywords: Benzoic acid, Pseudomonas aeruginosa, Environmental

pollutants, Bioremediation, Aromatic hydrocarbons.
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1.GIRIS

Benzoik asit aromatik bir hidrokarbondur ve kararli bir yapiya sahip
oldugu i¢in ¢evredeki eliminasyonu oldukca zordur. Bu nedenle ¢evrede birikerek
canlilarin yasamini tehdit etmektedir. Benzoik asit ile kirlenmis olan hava, toprak
ve su gibi ¢evrelere uygulanan fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon metotlari
tam ve etkili bir ¢oziim getirmekten uzak goziikkmektedir (Kahraman ve Ark.,
2005).

Baz1 mikroorganizmalar (mantarlar ve bakteriler) benzoik asidi tam ve
etkili bir sekilde pargalayabilmektedir. Pseudomonas aeruginosa da bunlardan
biridir ve benzoik asidi karbon kaynagi olarak kullanarak biiyiikk oOl¢iide
cogalabilmektedir. ( Reiner, 1971 ; Wang ve Ark., 2006 ). Buradan yola ¢ikilarak
bu caligmada benzoik asidin neden oldugu kirliligin Pseudomonas aeruginosa
tarafindan maximum derecede giderilebilecegi kosullarin belirlenmesi ve
belirlenen bu kosullar kullanilarak benzoik asitle kirlenmis olan g¢evrelerin etkili

bir sekilde biyo-iyilestirilmesi amaglanmaktadir.

1. 1. AROMATIK HIDROKARBONLAR

Aromatik hidrokarbonlar petrol ve petroliin rafine edilmis iirlinlerinin
onemli bilesenleridir. Aromatik bilesikler genellikle benzen olarak tanimlanir ve
diger aromatik hidrokarbonlarda benzene benzer kimyasal 6zellikler gosterir. En
onemli aromatik hidrokarbonlar ; benzen, toluen (metilbenzen), etilbenzen, ksilen
(dimetilbenzen) ve ¢ok halkali aromatik hidrokarbonlardir.

Tiim aromatik hidrokarbonlar benzen tiirevi oldugundan dolay1 benzenin
ozellikleri oldukca 6nemlidir. Benzenin genel formiilii CeHe’dir ve 3 tane C=C
cift bag icerir. Halkasal ve doymamis oldugu i¢in yapisal olarak halkasal alkenlere
benzer, ancak alkenlere gore daha kararli ve alkenlerin karakteristik
reaksiyonlaria katilmaz. Benzen ve tiirevlerinin oldukga kararli yapida olmasi ve
girdigi tepkimeler aromatik hidrokarbonlari, doymamais alifatik hidrokarbonlardan

aylIrir.



Aromatik ve alifatik hidrokarbonlar arasindaki farklar bu bilesikleri
belirlemede kullanilir. Biyolojik yikimda ise benzerlikler goriiliir. Ornegin alifatik
hidrokarbonlarda oldugu gibi aromatik hidrokarbonlarin aerobik yikiminda da
direkt reaktant ve uc elektron alicis1 olarak molekiiler oksijene ihtiya¢ duyulur.
Diiz zincirli ve dallanmig alkanlara gére aromatik hidrokarbonlar yikima daha
direngli olmasina ragmen, bazi durumlarda alifatik hidrokarbonlardan daha kolay
yikilabilirler (Leahy ve Ark., 1990).

Klor, brom, flor gibi halojen yan gruplar iceren aromatik hidrokarbonlara
halojenlenmis aromatik hidrokarbonlar denir. PCB’ler
(polikloriirlenmigbifeniller), dioksinler, DDT (1,1,1- trikloro-2,2-bikloro-
feniletan), CFC’ler (kloroflorokarbonlar) gibi halojenlenmis aromatik
hidrokarbonlar ¢evrede kalici kirleticiler olarak bulunurlar. Ciinkii igerdikleri yan
gruplar nedeniyle daha az reaktiftirler ve biyolojik yikima direnglidirler (Fetzner
ve Ark., 1994; Janssen ve Ark., 2001; Nilsson, 2001).

Birden fazla halkasal yapi iceren polisiklik aromatik hidrokarbonlarda
(PAH) o6nemli cevresel kirleticilerdir (Johnsen ve Ark., 2005). Iki yada iic
aromatik halkali ve diisiik molekiil agirligina sahip olan naftalin, floren, fenantren
gibi PAH’larin mikrobiyal yikiminin, doért yada daha fazla aromatik halkali
florantren, piren, benzoantresan gibi PAH’lara gore daha kolay oldugu caligmalar
sonucu ispatlanmustir (Sepi¢ ve Ark., 1997).

Aromatik  hidrokarbonlar insan ve hayvanlar iizerinde kuvvetli
karsinojenik  potansiyele sahiptir. Son yillarda gelisen molekiiler biyoloji
teknikleri aromatiklerin karsinojenik mekanizmalarimin anlagilmasinda biiyiik rol
oynamigtir ve aromatiklerin tiimor baslatict ve gelistirici 6zellikte potansiyel
karsinojenler oldugu ortaya cikarilmistir. Ayni zamanda deney hayvanlariyla
yapilan ¢aligsmalar sonucunda bu maddelerin immiin sistemi baskilayic1 6zellikte
olduklar1 da goriilmiistiir. Karsinojenik potansiyellerinin yliksek olusu da bu
immiino toksik etkilerine baglanmaktadir. Sonug olarak aromatikler hem hiicresel

hem hiimoral immiiniteyi inhibe etmektedir (Nilsson, 2001).



Aromatik hidrokarbonlar asagida siralanan ¢esitli kimyasal ozellikleri
gosterir.

a) Apolar olmalar1 nedeniyle suda az ¢oziiniirler ve biyolojik yikimlari
biyosiirfektanlar1 gerektirir (Hofrichter ve Ark., 2000). Biyostirfektanlar, kati, sivi
ve gazlar arasindaki yiizey ve i¢ ylizey gerilimini azaltabilen, hidrofilik ve
hidrofobik kisimlardan olusan amfilik bilesiklerdir (Salager, 2002; Kosaric,
2001). Biyosiirfektanlarin gorevi hidrofilik yiizey alanini arttirarak suda
¢Oziinmeyen substratlarin ¢ozlinilirliigiinii arttirmak ve hiicre duvarindan gegisini
kolaylastirmaktir (Pieper ve Ark, 2000). Ramnoz sekeri ve yag asitleri igeren
glikolipit yapisindaki biyosiirfektanlara ramnolipitler denir ve ramnolipitlerin
yapisinda bir veya iki tane ramnoz sekeri ve bunlara baglh ¢esitli uzunlukta B3-
hidroksi dekanoik yag asitleri bulunur. Ramnoz sekerleri bilesige hidrofilik
ozellik kazandirirken yag asitlerine eklenen karbon molekiilleri hidrofobik
Ozelligini arttirmaktadir (Ramana ve Ark., 1989; Guerra-Santos ve Ark.,1984).
Iste bu 6zellikler ramnolipitlerin kararliligin1 ve hidrofobik bilesikleri ¢dzebilme
kapasitelerini etkilemektedir (Sekil 1). Bu nedenle ramnolipitler kara ve denizlere
dokiilmiis petrol atiklarinin temizlenmesinde, petrol tasiyan borularda viskoziteyi
arttirmada, makine sanayi, motor yaglari, petrol endiistrisi, tarim, tip ve cevre
biyoteknolojisi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Kahyaoglu ve Ark., 2006; Sidal
ve Ark., 2000).

b) Aromatik hidrokarbonlar yiiksek termodinamik stabiliteye sahiptir.
Alkenler ve alkinler kolayca elektrofilik katilma reaksiyonu vermelerine karsin
aromatik bilesikler elektrofilik yer degistirme reaksiyonu verirler.

c) Aromatik hidrokarbonlar yar1 ugucu 6zellik gostermekte ve uguculuklari
sicakliga baglidir. Ornegin tropik bolgelerde yar1 ugucu olan bu maddeler ¢ok
hizli buharlasir ve riizgar tarafindan uzak mesafelere tasinirlar. Diisiik
sicakliklarda ise bu maddeler yogunlasir ve soguk iklimlerde zenginlesirler.

d) Yiiksek lipofilik 6zellik gosterirler yani yag dokusunda ¢oziiniirler. Bu
Ozellik kimyasal yapiya bir ya da daha fazla halojen yan grup eklenmesi sonucu

artar. Ornegin dioksinler ve PCB’ler canli dokularda ve sedimentteki organik



materyalde ylizey suyundan daha yiliksek diizeyde birikir. Bu durum biyolojik
birikime yol acar (Bedding ve Ark., 1983).

e) Toksik ozelliktedirler. Bu nedenle bu tiir kimyasal maddelere uzun siire
maruz kalma sonucu kanser, iireme sistemi bozukluklari, norotoksik etkiler ve

immiin sistem bozukluklari meydana gelebilir (Nilsson, 2001).
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Sekil 1. Biyosiirfektan tiretiminin lipofilik substratlarin hiicre ig¢ine

alimindaki rolii (Hofrichter ve Ark., 2000)

f) Aromatik hidrokarbonlar biyomagnifikasyon ozelligi gosterirler.
Biyomagnifikasyon, biyolojik yikima direncli olan bilesiklerin besin zincirinin iist
basamaklarina c¢ikildikca birikiminin artmasi olarak bilinmektedir. Besin
zincirinin alt basamaklarinda higbir toksik etkiye sahip olmayan maddeler iist
basamaktaki avcilar i¢in ¢ok toksik olabilir. Ciinkii bu canlilarda birikerek toksik
etkilerin meydana gelmesine neden olan kritik diizeye ulasabilir. Ornegin DDT ve
PCB gibi maddelerin etkisi ilk olarak avci kuslar ve balikla beslenen memelilerde

goriilmistiir (Nilsson, 2001).



1.2. AROMATIK HIDROKARBONLARIN BiYOLOJIK YIKIMI

Aromatik hidrokarbonlar ¢esitli yikic1 giiclere maruz kalirlar ve bunlar
arasinda biyotik yikim ya da metabolik siirecler hayati rol oynamaktadir. Bu
metabolik stliregler mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda oldukca
farklilik gosterir ve sadece aromatiklerin orijinal formunun yok olmasinm
saglamakla kalmaz ayrica fiziksel ve kimyasal yapilarin1 da degistirir.

Yiiksek yapili hayvanlarda aromatiklere kars1 uygulanan reaksiyonlardaki
amag¢ aromatikleri daha polar ve viicuttan daha kolay atilabilen bir forma
doniistiirmektir. Bu reaksiyonlar karaciger gibi daha az Ozellesmis organlarda
gergeklesir ve biyolojik yikim oksidatif bir detoksifikasyon sisteminin aktivitesi
tarafindan belirlenir.

Mikroorganizmalar ise aromatik hidrokarbonlarin biyolojik yikiminda ve
mineralizasyonunda biiyiik rol oynamaktadir (Alexander, 1981). Ciinkii bir¢ok
mikroorganizma  aromatik  hidrokarbonlari enerji ~ kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Ayrica mikroorganizmalarda gergeklesen fermantasyon,
anaerobik metabolizma, kemolitotrofik metabolizma ve ekzoenzimlerle saglanan
metabolizma gibi ¢esitli metabolik aktiviteler diger organizmalarda goriilmez
(Bourdeau, 1989). Mikroorganizmalarin bir diger 6zelligi de degisen cevre
kosullarinda toksik ozellikteki kimyasal maddelere kars1 mutasyonlarla saglanan
adaptasyon yetenegidir (Pries ve Ark., 1994).

Bakteri ve mantarlarin c¢ogu aromatik hidrokarbonlar1 yikabilme
Ozelligine sahip ve aromatikleri parcalama Ozelligi gosteren bakteriler toksik
maddelere karsi ¢esitli 6zel mekanizmalar gelistirmislerdir. Bunlar; membran yag
asitlerinin ve fosfolipit bas gruplarinin kompozisyonundaki adaptasyonlar, hizl
membran tamiri ve diisiik hiicre membran gegirgenligi, arttirilmis membran
saglamligi, azaltilmis yiizey hidrofobikligi, toksik maddelere kars1 6zel inaktive
edici enzimler ve pompa (efflux pump) gibi ¢esitli adaptasyonlardir (Sikkema ve

Ark.,1995; Pieper ve Ark., 2000; Sardessai ve Ark.,2002).



1. 2. 1. Aromatik Hidrokarbonlarin Enerji Eldesi I¢in Yikim
a) Aromatik Hidrokarbonlarin Karbon Kaynagi Olarak Yikimi;

Aromatik hidrokarbonlarin karbon kaynagi olarak yikimi aerobik
kosullarda gergeklesir ve yikici Ozellikteki organizmalar iki metabolik yolda
oksijene ihtiya¢ duyar. Birincisi substrata ilk atakta, ikincisi solunum zincirinin
sonundadir.

Aerobik  yikimin  anahtar enzimatik reaksiyonu oksijenaz = ve
peroksidazlarin  katalizledigi oksidasyon tepkimeleridir. Mikroorganizmalar
aromatik halkay1r kirmak i¢in monooksijenaz ve dioksijenaz olmak iizere iki tip
oksijenaz enzimi kullanir. Monooksijenazlar aromatik halkaya bir oksijen atomu,
dioksijenazlar ise iki oksijen atomu ekler (Diaz ve Ark., 2001). Oksijenazlar genis
bir substrat araliginda, yiiksek derecede spesifik ve stereoselektif reaksiyonlari
katalizler (Cirino veArk., 2002).

Monooksijenazlar hidroksilasyon ve epoksidasyon reaksiyonlarini
katalizler ve substratlarina molekiiler oksijenden bir oksijen atomu eklerler. Diger
oksijen atomu ise bir elektron verici (genellikle NADH veya NADPH) yardimiyla
suya indirgenir (Tonge ve Ark., 1977).

Dioksijenazlar ya hem-kompleksinde ya da iliskide bulunduklari ¢evrede
sik1 sekilde bagli bir demir atomu igerirler ve subsratlarina es zamanli olarak iki
oksijen atomu eklerler. Halka hidroksilasyon dioksijenazlar1 NADH ve O
varliginda aromatik hidrokarbonlar1 dihidrodiollere doniistiiriir (Bagneris ve Ark.,
2005).

Biitiin aromatik hidrokarbonlarin yikimi iki merkezi ara iiriin lizerinden
yapilmaktadir. Bunlar; katekol ve protokatekuattir (Sekil 2).

Katekol, aromatik halkanin kirilmasiyla yikima ugrar. Halka kirilmasi
orto, meta ve para-kirilma yollariyla meydana gelir (Meer ve Ark., 1992).. Orto-
kirilmada aromatik halka hidroksillenmis iki karbon atomu arasindan, meta-
kirilmada ise aromatik halka hidroksillenmis karbon atomu ve komsu karbon
atomlar1 arasindan kiritlir (Sekil 3). Bu reaksiyonlar dioksijenaz enzimleri

tarafindan katalizlenir. Bunu izleyen metabolik yollar ise tamamen farklidir, fakat



bu reaksiyonlarin sonunda TCA (trikarboksilik asit) dongilisiiniin ara {iriinleri olan

asetat ve siiksinat yada TCA dongiisiiniin ara {iiriinlerine kolayca doniistiiriilebilen

piirivat ve asetaldehit olusur (Goulding ve Ark., 1988; Mars ve Ark., 1997).
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Sekil 2. Aromatik hidrokarbonlarin  biyolojik  yikimi
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b) Aromatik Hidrokarbonlarin Elektron Alicis1 Olarak Yikimi;

Aromatik hidrokarbonlarin elektron alicist olarak yikimi anaerobik
kosullarda gergeklesir. Halojenlenmis bilesiklerin Desulfitobacterium dehalogens
gibi bazi bakteriler tarafindan elektronca zengin olan baska bir bilesigin
oksidasyonu sirasinda terminal elektron alicisi  olarak  kullanilmasi
halorespirasyon olarak bilinir (Janssen ve Ark., 2001; Field, 2001). Halojenize
bilesiklerin indirgenmesi yani dehalojenasyon, halojenize bilesiklerin yikiminda
anahtar reaksiyondur ve rediiktif dehalojenaz enzimleriyle katalizlenir. Halojen

uzaklagtirllmasi bilesigin toksik karakterinden sorumlu halojen yan grubun



hidrojen ya da hidroksil grupla yer degistirmesiyle saglanir ve bu durum bilesigin
yikima karsi direncini azaltirken ayni zamanda metabolik yollarda toksik ara

irlinlerin olusma riskini de azaltir (Hardman ve Ark., 1981).

1. 2. 2. Kometabolizma (Yan Metabolizma)

Kometabolizma, birincil bir karbon kaynagmmin varliginda ikinci bir
bilesigin, reaksiyonu katalizleyen enzimin spesifite eksikligi nedeniyle besinsel
bir fayda olmaksizin yikimi olarak tanimlanir ve yikima ugrayan ikinci bilesige
kosubstrat denir. Halojen yan grup olarak klor atomu bulunduran bilesiklerin ¢ogu
kometabolik yolla parcalanir. Omegin Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Corynebacteria tiirleri PCB’ nin farkli tiirevlerinden klor atomu ¢ikarirlar ve

durum bakteriye enerji saglamaz (Abramowicz, 1990)

1. 3. BENZOIK ASIT

Tablo 1. Benzoik asidin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Sarikaya ve Ark.,
2003)

Sistematik ismi Benzoik asit, benzen karboksilik asit, fenil
karboksilik asit
Molekiiler formiili C/HgO,

Molekiil agirlig 122,12 g/mol

Gortnti Renksiz kristal kat1

Coziiniirlik Diisiik hidrofilik, yiiksek lipofilik 6zellik
Erime sicaklig1 122,4 °C

Kaynama sicakligi | 249 °C

Pk 4,19

COOH

Molekiil sekli
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Benzoik asit dogal olarak yaban mersini, bogiirtlen, erik gibi meyvelerde
14 mg/kg, patates, bezelye ve tahil iiriinlerinde 0,2 mg/kg, findikta ise 1,2-11
mg/kg miktarlarinda bulunur. Bégiirtlen ve diger birgok meyvenin sekonder
metabolizma tirlinii olarak olusan benzoik asidin, bitkisel dokularda kolonize olan
mantar ve mikroorganizma gelisimini inhibe etmek i¢in evrimsel siire¢ igerisinde
ortaya ¢iktig1 savunulmaktadir (Hazan ve Ark., 2004).

Besin koruyucu zayif organik asitlerin basinda gelen benzoik asit 6zellikle
mantarlara karst antifungal Ozellik gostermektedir (Krebs ve Ark., 1983).
Zygosacchoromyces bailii ve Saccharomyces cerevisiae gibi mantarlarin gelisimi,
diisiik pH’da, yliksek oranda seker, diisiik oranda su iceren yiyecek ve igeceklerin
bozulmasinda 6nemli bir etkendir. Asidik pH’da benzoik asidin ¢6ziinmemis
formu mikroorganizma hiicre membranindan geger ve sitosolde pH 6-7 civarinda
¢oOziiniirek konjuge baz olusturur. Bu anyon hiicre icinde ¢ok yiliksek seviyelerde
birikir ve tekrar hiicre disina difiize olmaz. Protonlarin sitosolde yayilmasi pH’1
diisiirerek mikroorganizma gelisimini inhibe eder.

Bir¢cok calismanin sonuglar1 benzoik asit gibi zayif organik asitlerin
mikroorganizmalarin ~ membran  organizasyonunu  bozdugu = gOriisiini
desteklemektedir. Ornegin; Saccharomyces cerevisiae benzoik aside maruz
kaldiginda mitokondrisini kaybederek otofaja ugramaktadir (Thorsness ve Ark.,
1996). Ayrica benzoik asit miktar1 mikroorganizma tarafindan inhibe edilebilir
konsantrasyonu astig1 zaman oksidatif strese neden olarak membran homeostasisi
ve mitokondriyal fizyolojinin bozulmasina yol agabilir (Piper, 1999).

Membran organizasyonu ve homeostasinin bozulmasi gesitli sekillerde
olabilir. En gecerli olasilik plazma membraninin bariyer permeabilitisinin non-
spesifik olarak bozulmasinin sitosidal efekte neden olmasidir (Restaino ve
Ark.,1982). Ikinci olasilik membran akiskanligi ve membran mikrodomainlerinin
organizasyonunun degismesi ve bunun sonucu olarak membran trafigi ve
dinamiklerinin bozulmasidir. Buradan da anlasildigi {izere benzoik asit
mikroorganizmalara karst membran bozan ajan olarak  davranarak

mikroorganizma gelisimini inhibe eder.
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1. 4. BENZOIK ASIDIN ENDUSTRIDE KULLANIMI

Benzoik asit antimikrobiyal 6zelligi sayesinde hazir gidalarda mikrobiyal
bozulmay1 6nlemek amaciyla gida katki maddesi (GKM) olarak kullanilmaktadir
( Sarikaya ve Ark., 2003). Gida endiistrisinde genellikle benzoik asidin sodyum
hidroksitle nétralizasyonu sonucu elde edilen sodyum benzoat kullanilir (Ngugi
ve Ark., 2007). Sodyum benzoat benzoik asitten 200 kat daha fazla ¢oziiniir ve
ilave edildigi gidanin tadin1 degistirir (Kahraman ve Ark., 2005). Gida
etiketlerinde benzoat veya E210-E213 olarak gosterilir ve en ¢ok kullanildig:
gidalar ¢ikolata, meyve suyu, sekerleme, dondurma, krema, ciklet, gazli igecekler,
ketcap, tursu, cips, margarin, sofralik zeytin, kakaolu mamiiller, biskiivi, gofret
gibi {irlinlerdir (Warth, 1991; Krebs ve Ark., 1983). Benzoik asidin GKM olarak
kullaniminda izin verilen en {ist diizey Amerika Birlesik Devletleri’'nde 0,1%,
diger iilkelerde 0,15-0,25 %’dir (Chipley,1983). Avrupa Birliginin benzoik asit ve
sodyum benzoat i¢in limiti ise 0,015-1,5 %’dir. Yapilan bir ¢caligmada Ankara
piyasasindan saglanan meyve sularinda benzoik asit miktarinin izin verilen degeri
astif1 saptanmistir (Yentiir ve Ark., 1990). Gida endiistrisinin yan1 sira sigara,
parfiim, kozmetik triinler, dis macunu, bocek ilaci, boya ve plastik gibi
maddelerde de benzoik asit ve sodyum benzoat kullanilmaktadir (Sugimoto ve
Ark.,2007). Ayrica sodyum benzoat otomotiv sektoriinde antifriz olarak
kullanildigr gibi fotografik banyoda stabilize edici madde olarak ta
kullanilmaktadir. Ticari olarak benzoik asit toluen’in oksidasyonuyla hazirlanir
ve kobalt ya da manganezin bu reaksiyonu katalizleyen enzimin kofaktorii olarak

ortamda bulunmasi gerekir.

1.5. BENZOIK ASIDIN HAYVANLAR UZERINDEKIi ETKILERI

Benzoik asidin insanlarda astim, deri dokiintiileri, alerjik kasintilar,
egzama, bas agrilari, ishal ve gastrik rahatsizliklara, cocuklarda ise hiperaktiviteye
neden oldugu saptanmistir (Yurttagiil, 1993). Ingiltere’nin  Southhampton
kentinde ii¢ yasindaki g¢ocuklar iizerinde yapilan bir arastirmaya gore cips,

sekerleme ve gazozla beslenen c¢ocuklarda davramis bozuklugu oldugu,
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diyetlerinden bu besinler ¢ikarildiginda ise davranis bozuklugunun diizeldigi,
diyetlerine tekrar eklendiginde ise davranis bozuklugunun yeniden ortaya ¢iktigi
gbzlenmistir.

Fareler, 5-10 giin boyunca yiiksek dozda (>1800 mg/kg) benzoik asit
iceren besinlerle beslendiginde beyin ve karacigerlerinde histopatolojik degisimler
ortaya c¢ikmistir. Serum parametreleri ve organ boyutlarinda da degismeler
gbzlenmistir. Ayrica 0.25, 250 ve 1200 mg/kg benzoik aside, 4 hafta boyunca
haftada 5 giin 6’sar saat maruz kalan farelerin karacigerinde fibrosis olusmustur.
Farelerin dermal ve ince bagirsak bag dokusu mast hiicrelerinde sodyum
benzoatin degraniilasyon etkisini gérmek i¢in, sodyum benzoat agiz ve enfeksiyon
yoluyla farelere (Mus musculus domesticus) verilmis, mast hiicrelerindeki
degraniilasyon Transmission Electron Microscope (TEM) ile incelenmistir. Sonug
olarak hem dermal bag dokusu mast hiicrelerinde, hem de ince bagirsak bag
dokusu mast hiicrelerinde degraniilasyon tesbit edilmistir (Sarikaya ve Ark.,
2003).

Diger bir ¢alismada, Drosophila melanogaster larvalarina benzoik asidin
farkli konsantrasyonlart (50Mm, 75Mm, 100Mm) uygulanarak benzoik asidin her
konsantrasyondaki letalitesi Ol¢iilmiistiir. Deney sonuglarina gére benzoik asidin
konsantrasyonu arttikca larvalarin yasama ylizdesi azalirken, toplam mutasyon
artar. Bu sonuglar benzoik asidin hem toksik hem de mutajenik oldugunu gosterir
(Sarikaya ve Ark., 2003).

Beslenme yoluyla viicuda giren benzoik asidin yikimi sonucu hayvanlarda
farkl1 bilesikler olusur. Ornegin; tavuklarda dibenzoil ornitin, yarasalarda benzoil
glutamik asit, kene ve boceklerde benzoil arjin olusur. Herbivor memelilerde ise
besinlerle alinan benzoik asit sindirim sistemi tarafindan absorbe edilerek
karacigerde hippurik aside (N-benzoglisin) parcalanir ve giinde yaklasik 0,44 g/It
hippurik asit idrarla birlikte disar1 atilir. Insanlar giinliik 5 mg/kg benzoik asit
alimin tolere edebilir ve lethal doz (LD) insanlarda 500 mg/kg, farelerde 1700
mg/kg, kedilerde ise 300 mg/kg’dir.

Diinya capinda yilda 638.000 ton benzoik asit liretimi oldugu tahmin

edilmektedir ve benzoik asit hava, su, toprak gibi hemen hemen tiim ¢evresel
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bilesenlerde bulunur . Arabalarin eksoz gazlarinda toluenin oksidasyon iirlinii
olarak olusan benzoik asit atmosfere verilir (Kawamura ve Ark., 1985). Norveg ve
Isve¢’te aga¢ iiretim endiistrisinin atik sularinda benzoik asit saptanmistir
(Carlberg ve Ark., 1986). Atik sularda bulunan benzoik asit nehirlere karistig
zaman baliklarin yag dokusunda birikir ve besin zincirinin iist basamaklarina
dogru cikildik¢a canlilardaki birikimi artar. Insan viicudundaki birikiminin ise

kanserojen etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir.

1. 6. BENZOIiK ASIDIN BIYOLOJIK YIKIMI

Benzoik asit ile kirlenmis dogal ¢evrelerde, oksijen yetersizligi nedeniyle
benzoik asidin yikim1 oldukga giigtiir, fakat aerobik kosullar benzoik asit yikimini
kolaylastirir ve hizlandirir (Kahraman ve Ark., 2005). Benzoik asit, karbon ve
enerji kaynagi olarak cesitli mikroorganizmalarin gelisimini desteklemektedir. Bu
mikroorganizmalar; Rhodotorula glutinis, Penicillium frequentans, Alcaligenes
denitrificans (Migues ve Ark., 1995), Desulfomicrobium escambiens,
Acinetobacter calcoaceticus, Ralstonia ve Pseudomonas ( Sharak ve Ark.,1997).

Aerobik bakterilerin benzoik asidi yikimi sirasinda, benzoik asit
dioksijenaz enzim aktivitesiyle DHB’ye (1,2-dihidro-1,2-dihidroksi benzoik asit),
DHB’de oksidatif dekarboksilasyonu saglayan DHB dehidrogenaz enzim
aktivitesiyle orta ara iiriin olan katekole doniisiir ( Sekil 4). Bu asamadan sonra
katekol, B-ketoadipat yoluyla siiksinat ve asetil CoA’ya pargalanarak
TCA’ya(trikarboksilik asit dongiisii) girer (Reiner,1971; Feist veArk., 1969).

.

Sekil 4. Benzoik asidin 1,2-dihidro-1,2-dihidroksi benzoik asit yoluyla
katekole doniisiimii (Reiner,1971)
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B-ketoadipat yolu, protokatekuat yada katekoliin yikim1 sonucu siiksinat
ve asetil-CoA olusumunu saglayan metabolik bir yoldur (Kukor ve Ark.,1988;
Morales ve Ark.,2004). Bu yol benzoat ve p- hidroksibenzoatin aerobik bakteriler
tarafindan  yikim1 sirasinda yaygin olarak kullanilir (Ornston, 1966) ve
reaksiyonlar indiiklenebilir enzimlerle Kkatalizlenir ( Kemp ve Ark.,1968;
Hollaway, 1969).

Pseudomonas hiicrelerine p-hidroksibenzoat girdigi zaman hidroksilaz
enziminin sentezini indiikler ve bu enzim p-hidroksibenzoati protokatekuata
donistiirlir. Benzoat girdiginde ise dihidroksilaz enziminin sentezini indiikler ve
bu enzim benzoati katekole doniistiirir (Ornston, 1971). B-ketoadipat yolunun
sonunda benzoat ve p-hidroksibenzoat siiksinat ve asetil CoA’ya kadar pargalanir
(Sekil 5).

1.7. PSEUDOMONAS

Pseudomonas, gram-negatif, diiz yada kivrik ¢gomak seklinde , boylari 1,5-
5,0 um arasinda degisen ve bir yada ¢ok sayida polar flagellasi olan bakterilerden
olusur. Fotosentetik pigmentleri yoktur, katalaz ve oksidaz pozitif, indol ve
metilred negatiftir. Non-fermentatif 6zelliktedirler ve bazi1 karbohidratlari (glikoz,
riboz,glukonat gibi) oksidatif metabolizmada kullanirlar. Bu organizmalar zorunlu
aerob olarak tanimlansa da bazi durumlarda nitrati alternatif elektron alicisi
olarak kullanarak anaerobik gelisim gosterirler ve diisiik molekiiler agirliktaki
organik bilesikleri yikmalar1 nedeniyle diger aerobik bakterilerden ayrilirlar.
Pseudomonas’lar minimal nutrientlere ihtiya¢ duyar ve kemoorganotrof olarak
genis sicaklik araliklarinda (4°C, 42°C), notral pH’da gelisirler. Bazi tiirleri H, ve
COy’1 elektron verici olarak kullanarak kemolitotrofik 6zellik gdsterir (Murray ve
Ark., 1994). Pseudomonas tiirleri, diger bakterilerin parcalayamadigi organik
bilesikleri parcalayabilen enzimleri kodlayan plazmitler ve bu organik subsratlarin
yikimmi saglayan indiiklenebilen operonlar igerirler (Holloway ve Ark., 1979).
Pseudomonas’lar gesitli toksin ve enzimleri igeren viriilans faktorlere sahiptir.
Bunlar arasinda pilus ya da fimbria, polisakkarit kapsiil, endotoksin, ekzotoksin

A, ekzoenzim S, elastaz, proteazlar ve fosfolipaz C sayilabilir. Bazi Pseudomonas
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tiirleri fikosiyanin (mavi), floresein (sar1) ve fiyorubin (kirmizi-kahve) gibi diflize

edilebilen pigmentler lretirler. Ekolojik olarak 6nemli organizmalardir, ¢iinkii

bitki ve hayvan artiklarinin parcalanmasi sonucu olusan pek cok bilesigin

yikimindan sorumludur. Pek ¢ok tiirii psychrotrophic oldugu i¢in yumurta, et, siit,

balik ve sebze gibi buzdolabinda saklanan yiyeceklerin bozulmasina neden olur

(Robinson ve Ark.,1999).
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cis, cis-mukonat

— cis,cis-mukonat

Sekil 5. Pseudomonas putida’da B-ketoadipat yolu (Ornston, 1971)
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1.7.1. Pseudomonas aeruginosa

Fluorescent Pseudomonas’lar arasinda bulunan Pseudomonas aeruginosa
genellikle nemli ¢evrelerde yaygin gelisim gosterir ve organik biiylime faktorleri
gerektirmedigi i¢in ¢ok cabuk geliserek iist iiste yigilan iiziim salkimi seklinde
koloniler olusturur. Canlilar i¢in toksik olan bir¢ok heterohalkasal aromatik
bilesigi dogal olarak yikabilme potansiyeline sahiptir (Kahraman ve Ark.,2005).
Zorunlu parazit degildir ancak firsat¢1 patojen oldugu i¢in viicut savunmasi diisiik
insanlarda enfeksiyona neden olur. Patojen o6zelligi, endotoksin ya da
lipopolisakkarit, ADP-ribosilitransferaz, fosfolipaz C, ekzotoksin A ve ekzoenzim
S gibi toksinler, hemolizinler, sitotoksinler ve proteazlar gibi ekstraseliiler
triinlerinden kaynaklanir. Genellikle hastanelerde yaygin olarak bulunur ve
gastrointestinal sistem, {riner sistem, goz, kulak, merkezi sinir sistemi ve
solunum yolu enfeksiyonlarma neden olur. Pseudomonas aeruginosa
enfeksiyonlart sistik fibrosis hastalarinda, travmatik deri zedelenmesi ve ciddi
yanik vakalarinda da yaygin olarak goriiliir. Organizma yaygin kullanilan pek ¢ok
antibiyotige dogal olarak direnglidir ve direnclilik g¢esitli antibiyotiklerin
detoksifikasyonunu saglayan genleri tasiyan diren¢ transfer plazmitinden (R

plazmit) kaynaklanmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT

Kullamilan Cihaz ve Kimyasallar

1) Spektrofotometre (Cecil 5000 Series)

2) Kuvartz Kiivetler

3) Etiiv (Termal Laboratuar Aletleri)

4) Santriflij (Ependorf Centrifuge 5415 D)

5) pH-metre (Jenway 3010)

6) Otoklav

7) 1000°1lik mikropipet (Eppendorf ve Gilson)

8) Ependorf tiip (1.5 ml, Sarstedt)

9) Mikropipet uglar1 (beyaz, mavi, Biosphere Fitler Tips)
10) 250 ml’lik erlenler

11) Potasyum fosfat (dibazik) (K,HPQO,4) (Merck)

12) Amonyum fosfat ((NH4).HPO.)(Merck)

13) Magnezyum nitrat (Mg(NO3),.6H,O (Merck)
14) Mangan siilfat (MnSO4.H,0) (Merck)

15) Demir kloriir (FeCl3 6H,0) (Merck)

16) Kalsiyum siilfat (CaSO4.2H,0) (Merck)

17) Benzoik asit (C;HgO,) (Merck)

18) Nikotinamit adenin diniikleotit (NADH) (Sigma)
19) Adenintrifosfat (ATP) (Merck)

20) Bakir stilfat (CuSO45H,0) (Merck)

21) Cinko kloriir (ZnCl,) (Needham Market Suffolk England)
22) Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)

23) Hidroklorik asit (HCI) (Riedel-de Haén)

24) Mangan kloriir (MnCl,) (Merck)

2. 1. Molar Absorbsiyon Katsayisinin (¢) Hesaplanmasi

[k olarak dalga boyu, 200-450 nm arasinda 10’ar 10’ar arttirilarak 0.002
M ‘lik benzoik asit ¢Ozeltisinin absorbansi Ol¢iildii ve maximum absorbans

gosterdigi dalga boyu 270 nm olarak belirlendigi i¢in bu dalga boyunda calisildu.
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Sonrasinda molar absorbsiyon katsayisint belirlemek igin stok olarak
hazirlanan 0.002 M’lik benzoik asit ¢ozeltisinden bes farkli konsantrasyonda
benzoik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan konsantrasyonlar sirasiyla; 0.0001 M,
0.00015 M, 0.001 M, 0.0015 M ve 0.002 M’dir. Bu konsantrasyonlardaki benzoik
asit ¢ozeltilerinin 270 nm’de absorbansi 6lgiildii ve iki farkli spektrofotometre
kullanildig1 i¢in iki ayr1 tablo ¢izildi (Tablo 2 ve Tablo 3).

Tablo 2’deki degerler biyoloji  boélimiindeki  spektrofotometre
kullanildiginda, Tablo 3’deki degerler ise fizikokimya bdliimiindeki

spektrofotometre kullanildiginda elde edilen sonuglart géstermektedir.

Tablo 2. Molar absorbsiyon katsayisini belirlemek igin kullanilan 5 farkli

konsantrasyondaki benzoik asit ¢ozeltisinin 270 nm’deki absorbans degerleri

Konsantrasyon Absorbans (270 nm)
0.0001 M 0.049
0.00015 M 0.084
0.001 M 0.550
0.0015 M 0.791
0.002 M 1.051

Tablo 2’deki degerler kullanilarak konsantrasyon-absorbans grafigi
(Grafik 1) ¢izildi ve g¢izilen grafikteki lineer egrinin egiminden & (molar
absorbsiyon katsayis1) belirlendi ve biyoloji bdliimiinde yaptigimiz Slglimlerin

sonuglart buna gore degerlendirildi.
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Tablo 3. Molar absorbsiyon katsayisini belirlemek i¢in kullanilan 5 farkli

konsantrasyondaki benzoik asit ¢ozeltisinin 270 nm’deki absorbans degerleri

Konsantrasyon Absorbans (270 nm)
0.0001 M 0.035
0.00015 M 0.065

0.001 M 0.368
0.0015 M 0.540
0.002 M 0.713

Tablo 3’deki degerler kullanilarak konsantrasyon-absorbans grafigi
(Grafik 2) c¢izildi ve g¢izilen grafikteki lineer egrinin egiminden & (molar
absorbsiyon katsayis1) belirlendi ve fizikokimya boliimiinde yaptigimiz

Olclimlerin sonuglar1 buna gére degerlendirildi.
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2. 2. Minimal Kiiltiir Ortam

Minimal kiltiir ortami, 0.002 M benzoik asit ve ¢esitli nutrientleri igerir.
Minimal kiiltiir ortam1 Tablo 4’de gosterildigi gibi hazirland1 (Kahraman ve Ark.,
2005).

Tablo 4. Minimal kiiltiir ortam1 igin kullanilan kimyasal maddeler

Besiyeri i¢in kullanilan kimyasal Miktar (1000ml igin)
maddeler

K,HPO, 1399
(NH,),.HPO, 259

Mg(NO3),.6H,0 0.097 g

MnSO4.H,0 0.025¢

FeCl; 6H,0 0.005¢

CaS042H,0 0.001¢g

C7He02 0.244 g

Kullanilan kimyasal maddeler 500 ml distile su igerisine eklendi ve
miknatis karistici ile karistirildi, sonra bu ¢dzeltinin iizerine son hacim 1000 ml
oluncaya kadar distile su eklendi ve 1-2 saat daha karisticiyla karistirilarak
kimyasal maddelerin ¢oziinmesi beklenildi.

Hazirlanan ¢ozeltiden 100°er ml alinarak 250 ml’lik iki farkli erlene
konuldu ve erlenlerdeki ¢ozeltilerden biri deney grubu, digeri ise kontrol grubu
olarak adlandirildi. Kontrol grubunun igerdigi bilesikler her deneyde sabit tutuldu,
deney grubuna ise her deneyde farkli kofaktorler eklenerek eklenen kofaktorlerin
bakteri sayisindaki artisa ve benzoik asidin yikim oranma olan etkisi
karsilastirildi. Deney grubuna su kofaktorler eklendi; 0.00005 M NADH, 0.0001
M NADH, 0.00002 M ATP, 0.0002 M Fe™, 0.0004 M Fe™*, 0.0002 M Mg™",
0.0004 M Mg*™, 0.001 M Mn**, 0.0001 M Cu**, 0.0009 M Zn"" ve 0.0003 M

Ca"". Kofaktérlerin molariteleri eklenen miktarlaria gére hesaplandi.
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100 ml’lik benzoik asit ¢ozeltisine (deney grubuna) 0.0035 g NADH
(Ma=709.4 g) eklendi ve eklenen NADH’1n molaritesi asagidaki gibi hesaplandi.

1 mol NADH 709,4 ¢ M = n(mol)

x mol NADH 0.0035¢ V(hacim)(It)

X=0.0035 g.1 mol M = 0.000005 mol
709.4 ¢ 0.11t

x=0.000005 mol M - 0.00005 M NADH

100 mI’lik benzoik asit ¢ozeltisine (deney grubuna) 0.005 g FeCl;6 H,0

(Ma=270.3 g) eklendi ve eklenen Fe™™( Ma=55.8)’iin molaritesi asagidaki gibi
hesaplandi.

270.3 g FeCl36 H,O 55.8 g Fe™™"
0.005 g FeCls6 H,0 x g Fe™
x=0.001 g Fe™"

1 mol Fe™™* 55.8 ¢ M = n(mol)

x mol Fe™" 0.001 g V(hacim)(lt)

x=0.00002 mol M = 0.00002 mol
011t

M - 0.0002 M Fe*™"

Sonraki deneylerde ise bu kofaktorlerin ikili, tglii, dortlii ve besli
kombinasyonlar1 deney grubuna eklendi. Deney grubuna sirasiyla su kofaktorlerin
kombinasyonlar1 eklendi; (NADH, Fe™ ), (NADH, Mg™), (NADH, Mn™),
(NADH, Ca™), (NADH, Cu™), (NADH, Zn""),(NADH, Fe™", Mg™™), (NADH,
Cu™, Mn*™), (NADH, Ca*™*, zn™), (Fe™*, Mg*, Cu™), (Fe***, Mg™, Zn™),
(Fe™ Mg™, Mn™), (Fe™, Mg™, Mn*, zn*), (Fe™*, Mg™, Mn™, Cu"™)
(NADH, Fe™™, Mg™, Mn*", Cu™) ve (NADH, Fe'™, Mg™, Mn™, zZn™).
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Kofaktorler eklendikten sonra her deneyde, deney ve kontrol grubuna 1 M’lik
NaOH ¢ozeltisinden 1-2 ml eklenerek pH 7°ye ayarlandi, otoklav yapildi.
Son olarak yapilan deneylerde ise optimum pH degerini belirlemek icin

pH 5, pH 6, pH 8 ve pH 9°da ¢alisildi.

2.3. Bakteri Ekimi

Bu ¢alismada Pseudomonas aeruginosa bakteri tiirii kullanildi. Stok olarak
hazirlanan Pseudomonas aeruginosa sivi besiyerinden 3’er ml alindi, 250 ml’lik
iki farkli erlende bulunan 100’er ml olan deney ve kontrol grubuna bakteri ekimi
yapildi. Besiyerlerine bakteri ekimi yapilirken kontaminasyonu engellemek i¢in

bek alevi yaninda ¢alisildi.

2.4. Absorbans Ol¢iimii

Deneye baslanilan ilk anda (0. zaman) dahil her dort saatte bir deney ve
kontrol grubuna ait besiyerlerinden yaklasik 2’ser ml 6rnek alinarak kuvartz
kiivetlere konuldu, 270 nm’de benzoik asit miktarindaki azalmay1, 600 nm’de ise
bakteri miktarindaki artis1 gérmek icin spektrofotometrede absorbans oSl¢tildii.
Olgiim yapilirken kuvartz kiivetlerden birine kor olarak kullanilan distile su,
digerine ise besiyerinden alinan 6rnek konuldu ve 6rnek alma islemi sirasinda
kontaminasyonu engellemek icin bek alevi yaninda g¢aligildi. Iginde distile su
bulunan kuvartz kiivet spektrofotometredeki bolmelerden birine konuldu,
absorbans Ol¢iilerek sifirlandi, sonrasinda bu kiivet c¢ikarilarak ayni bolmeye
icinde 6rnek bulunan kiivet konuldu ve absorbans 6l¢iildii.

Deneye baslarken ilk olarak kontrol ve deney grubundan alinan érneklerin
270 nm’de absorbans1 6l¢iildii, sonrasinda bu besiyerlerine 3’er ml bakteri ekimi
yapilarak ekim yapilan besiyerlerinden alinan drneklerin 600 nm’de absorbansi
olgiildii. Olgiimiin ardindan deney ve kontrol grubuna ait besiyerleri 37 °C’ye
ayarlanmig etiiv icerisine konuldu ve inkiibasyona birakildi. Yetmisiki saat
tamamlanincaya kadar her dort saatte bir deney ve kontrol grubundan alinan

orneklerin 6nce 600 nm’de, sonra 270 nm’de absorbansi Ol¢iildii. 270 nm’de
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absorbans dl¢timii yapilirken dnce 6rnekler 1.5 ml’lik ependorf tiiplere konularak
10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, santrifiij islemi bittikten sonra
siipernatant bir mikropipet yardimiyla alinarak kuvartz kiivete konuldu ve
absorbans Ol¢iildii. Her deneyin sonunda kontrol grubuna ait besiyeri 4 ‘C’de
sakland1 ve bir sonraki deneyde stok Pseudomonas aeruginosa kiiltiirii olarak
kullanildi.

Tablo 5. NADH ve Mg™ un benzoik asidin yikimu iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.942 0.077 1.673 0.073
4 1.867 0.088 1.513 0.075
8 1.731 0.094 151 0.078
20 1.573 0.125 1.398 0.102
24 1.404 0.157 1.363 0.119
28 1.346 0.189 1.266 1.125
32 1.258 0.206 1.221 0.138
44 0.984 0.235 1.177 0.169
48 0.878 0.265 1.151 0.177
52 0.790 0.293 1.094 0.194
64 0.707 0.317 0.926 0.218
68 0.672 0.336 0.885 0.239

72 0.655 0.344 0.884 0.24
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3. BULGULAR
Tablo 6. NADH’1n benzoik asidin yikimi tizerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.938 0.043 1.286 0.027
4 1.782 0.048 1.170 0.031
8 1.753 0.062 1.145 0.049
12 1.590 0.096 1.102 0.065
24 1.428 0.130 1.029 0.078
28 1.347 0.154 1.014 0.083
32 1.230 0.183 0.956 0.101
36 1.034 0.207 0.878 0.120
48 0.838 0.232 0.800 0.148
52 0.754 0.245 0.690 0.165
56 0.691 0.256 0.600 0.175
60 0.646 0.281 0.528 0.191
72 0.602 0.311 0.452 0.204

270 nm’de deney grubunun absorbans farki, 1.938-0.602= 1.336
270 nm’de kontrol grubunun absorbans farki, 1.286-0.452= 0.834

100-0.834 x=160  160-100=% 60
X 1.336

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %60 artti.

600 nm’de deney grubunun absorbans farki, 0.311-0.043=0.268
600 nm’de kontrol grubunun absorbans farki, 0.204-0.027=0.177

100-0.177  x=151.4 151.4-100=%51.4
X 0.268

600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %51.4 artti.
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Tablo 7. ATP’nin benzoik asidin yikimi tizerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.277 0.040 1.155 0.044
4 1.130 0.043 1.062 0.047
8 1.086 0.052 1.026 0.053
20 1.030 0.066 0.966 0.061
24 0.936 0.098 0.931 0.076
28 0.870 0.146 0.883 0.142
32 0.820 0.170 0.790 0.150
44 0.701 0.192 0.693 0.163
48 0.648 0.217 0.622 0.180
52 0.526 0.230 0.532 0.198
56 0.445 0.243 0.438 0.219
68 0.382 0.253 0.329 0.241
72 0.364 0.256 0.291 0.244

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %5.6 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %8 artti.

Tablo 8. Fe"™"in benzoik asidin yikim {izerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.186 0.085 1.164 0.060
4 1.105 0.087 1.109 0.063
16 0.934 0.095 0.995 0.068
20 0.914 0.100 0.981 0.075
24 0.883 0.114 0.923 0.090
28 0.780 0.128 0.863 0.107
40 0.678 0.173 0.825 0.117
44 0.547 0.205 0.726 0.147
48 0.509 0.236 0.705 0.160
52 0.475 0.258 0.651 0.203
64 0.408 0.277 0.439 0.229
68 0.360 0.288 0.398 0.244
72 0.358 0.292 0.380 0.259

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %5.6 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %4 artti.
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Tablo 9. Mg*"*un benzoik asidin yikimi iizerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.211 0.043 1.153 0.040
4 1.148 0.052 1.143 0.044
16 0.975 0.090 0.928 0.058
20 0.914 0.098 0.896 0.064
24 0.860 0.119 0.866 0.102
28 0.842 0.136 0.859 0.118
40 0.700 0.185 0.686 0.155
44 0.558 0.210 0.554 0.170
48 0.526 0.228 0.531 0.208
52 0.466 0.246 0.471 0.232
64 0.352 0.259 0.314 0.244
68 0.309 0.265 0.298 0.250
72 0.273 0.271 0.265 0.258

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %5.6 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %4.5 artti.

Tablo 10. Mn*"’un benzoik asidin yikimu iizerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.554 0.480 1.361 0.078
4 1.482 0.488 1.234 0.089
8 1.471 0.496 1.200 0.106
12 1.455 0.519 1.180 0.125
24 1.378 0.558 1.143 0.172
28 1.353 0.593 1.138 0.207
32 1.318 0.606 1.008 0.236
36 1.295 0.637 0.974 0.284
48 1.257 0.666 0.832 0.319
52 1.213 0.694 0.780 0.354
56 1.179 0.741 0.650 0.403
60 1.148 0.798 0.602 0.448
72 0.972 0.820 0.534 0.520

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %29.6 azaldi.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %23 azaldi.
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Tablo 11. Cu™1n benzoik asidin yikimi iizerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.787 0.088 1.553 0.063
4 1.714 0.092 1.371 0.080
8 1.681 0.109 1.352 0.096
20 1.622 0.121 1.225 0.119
24 1.588 0.144 1.191 0.138
28 1.541 0.150 1.158 0.166
32 1.509 0.158 1.131 0.196
44 1.453 1.171 0.905 0.230
48 1.428 0.190 0.867 0.266
52 1.397 0.202 0.836 0.290
56 1.348 0.218 0.820 0.314
68 1.312 0.258 0.715 0.388
72 1.262 0.265 0.543 0.419

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %48 azaldi.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %50 azaldi.

Tablo 12. Zn™"’nun benzoik asidin yikim iizerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.672 0.094 1.556 0.076
4 1.526 0.101 1.423 0.079
8 1.492 0.106 1.372 0.082
12 1.461 0.120 1.330 0.088
24 1.372 0.136 1.239 0.129
28 1.282 0.149 1.137 0.136
32 0.936 0.168 1.006 0.144
36 0.890 0.194 0.803 0.161
48 0.673 0.204 0.761 0.178
52 0.507 0.250 0.616 0.184
56 0.447 0.300 0.572 0.210
60 0.369 0.370 0.498 0.253
72 0.300 0.390 0.468 0.295

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %26 artt1.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 % 35 artti.
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Tablo 13. NADH, Fe™"in benzoik asidin yikimi iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.922 0.106 1.647 0.080
4 1.901 0.118 1.520 0.086
8 1.881 0.132 1.491 0.093
12 1.736 0.154 1.422 0.102
24 1.593 0.196 1.198 0.125
28 1.475 0.210 1.123 0.140
32 1.411 0.227 1.056 0.149
36 1.303 0.255 0.958 0.162
48 0.993 0.273 0.870 0.190
52 0.879 0.308 0.824 0.204
56 0.765 0.319 0.770 0.212
60 0.639 0.328 0.759 0.220
72 0.432 0.334 0.746 0.222

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %65 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %60.5 artti.

Tablo 14. NADH, Mg++’un benzoik asidin yikimi iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol
270nm 600nm 270nm 600nm
0 1.942 0.077 1.673 0.073
4 1.867 0.088 1.513 0.075
8 1.731 0.094 151 0.078
20 1.573 0.125 1.398 0.102
24 1.404 0.157 1.363 0.119
28 1.346 0.189 1.266 1.125
32 1.258 0.206 1.221 0.138
44 0.984 0.235 1.177 0.169
48 0.878 0.265 1.151 0.177
52 0.790 0.293 1.094 0.194
64 0.707 0.317 0.926 0.218
68 0.672 0.336 0.885 0.239
72 0.655 0.344 0.884 0.24

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %63 artt1.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi % 59.8 artti.
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Tablo 15. NADH, Mn*"" 1 benzoik asidin yikimi {izerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.784 0.262 0.694 0.039
4 0.768 0.265 0.686 0.043
16 0.720 0.278 0.609 0.052
20 0.703 0.297 0.567 0.076
24 0.682 0.319 0.526 0.084
28 0.613 0.323 0.508 0.090
40 0.555 0.331 0.441 0.108
44 0.526 0.342 0.380 0.127
48 0.509 0.355 0.346 0.141
52 0.479 0.362 0.313 0.163
64 0.417 0.374 0.216 0.176
68 0.386 0.383 0.173 0.194
72 0.332 0.389 0.114 0.195

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %22 azald.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %18 azaldu.

Tablo 16. Ca™*un benzoik asidin yikimi {izerindeki etkisi

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.745 0.036 0.687 0.033
12 0.658 0.062 0.583 0.069
16 0.591 0.094 0.517 0.096
20 0.565 0.104 0.478 0.115
24 0.518 0.112 0.429 0.127
36 0.498 0.121 0.364 0.139
40 0.444 0.138 0.335 0.157
44 0.411 0.145 0.301 0.171
48 0.389 0.156 0.274 0.185
60 0.337 0.187 0.216 0.199
64 0.323 0.196 0.182 0.212
68 0.306 0.200 0.165 0.214
72 0.282 0.208 0.160 0.218

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %12 azaldu.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 % 7 azaldi.
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Tablo 17. NADH, Ca""’un benzoik asidin yikimu iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.818 0.081 0.717 0.072
4 0.807 0.085 0.700 0.080
8 0.790 0.091 0.688 0.085
20 0.767 0.096 0.676 0.090
24 0.731 0.114 0.655 0.094
28 0.707 0.126 0.629 0.103
32 0.680 0.139 0.603 0.114
44 0.628 0.155 0.540 0.138
48 0.592 0.176 0.496 0.154
52 0.567 0.195 0.474 0.168
56 0.544 0.201 0.418 0.177
68 0.492 0.211 0.363 0.189
72 0.474 0.216 0.350 0.213

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %6 azaldi.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %4 azaldi.

Tablo 18. NADH, Cu™n benzoik asidin yikimi lizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.811 0.062 0.727 0.033
4 0.786 0.066 0.708 0.036
8 0.759 0.070 0.691 0.039
20 0.736 0.078 0.670 0.048
24 0.711 0.081 0.626 0.053
28 0.688 0.090 0.600 0.060
32 0.657 0.099 0.575 0.075
44 0.622 0.118 0.515 0.082
48 0.606 0.121 0.488 0.096
52 0.584 0.130 0.365 0.112
56 0.560 0.142 0.342 0.128
68 0.532 0.148 0.218 0.153
72 0.502 0.150 0.211 0.161

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %40 azald.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %31 azaldi.
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Tablo 19. NADH, Zn"*"’nun benzoik asidin yikimi iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.824 0.085 0.714 0.061
4 0.803 0.089 0.687 0.066
8 0.792 0.092 0.682 0.071
20 0.769 0.112 0.678 0.090
24 0.689 0.124 0.664 0.103
28 0.663 0.134 0.652 0.115
32 0.636 0.148 0.646 0.122
44 0.612 0.169 0.637 0.135
48 0.589 0.193 0.628 0.142
52 0.572 0.225 0.612 0.162
56 0.548 0.240 0.548 0.170
68 0.498 0.278 0.519 0.188
72 0.487 0.299 0.512 0.195

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %66 artt.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %59 artti.

Tablo 20. NADH, Fe™, I\/Ig++’un benzoik asidin yikimi iizerindeki
etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.890 0.078 0.687 0.058
4 0.809 0.084 0.683 0.064
8 0.771 0.088 0.671 0.071
20 0.701 0.099 0.626 0.084
24 0.670 0.112 0.595 0.095
28 0.649 0.127 0.575 0.115
32 0.626 0.140 0.560 0.122
44 0.549 0.151 0.545 0.131
48 0.529 0.164 0.527 0.140
52 0.501 0.193 0.507 0.146
56 0.483 0.218 0.486 0.150
68 0.466 0.236 0.446 0.153
72 0.447 0.244 0.426 0.158

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 % 69 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %66 artti.
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Tablo 21. NADH, Cu™, Mn*"*1n benzoik asidin yikimi iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.822 0.303 0.707 0.054
4 0.813 0.305 0.644 0.061
8 0.797 0.310 0.631 0.070
20 0.781 0.318 0.615 0.080
24 0.777 0.322 0.571 0.093
28 0.769 0.329 0.532 0.099
32 0.760 0.334 0.505 0.108
44 0.756 0.341 0.427 0.145
48 0.752 0.346 0.401 0.156
52 0.747 0.352 0.356 0.171
56 0.738 0.357 0.292 0.198
68 0.728 0.365 0.208 0.222
72 0.721 0.366 0.196 0.225

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %80 azald.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %63 azaldu.

Tablo 22. NADH, Ca**, Zn""’nun benzoik asidin yikimi iizerindeki
etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.814 0.144 0.705 0.058
4 0.795 0.154 0.648 0.062
8 0.767 0.161 0.626 0.069
20 0.724 0.178 0.602 0.078
24 0.686 0.194 0.573 0.092
28 0.654 0.208 0.566 0.106
32 0.628 0.219 0.550 0.116
44 0.592 0.237 0.539 0.122
48 0.578 0.248 0.498 0.135
52 0.541 0.253 0.451 0.148
56 0.529 0.261 0.416 0.166
68 0.493 0.270 0.371 0.189
72 0.485 0.274 0.347 0.195

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %8 azald.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %5 azaldi.
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Tablo 23. Fe™™", Mg"™*, Cu™1n benzoik asidin yikimu iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.830 0.067 0.701 0.041
4 0.773 0.071 0.672 0.045
8 0.767 0.078 0.644 0.050
20 0.705 0.084 0.624 0.057
24 0.688 0.092 0.607 0.068
28 0.665 0.102 0.579 0.082
32 0.651 0.116 0.561 0.095
44 0.622 0.124 0.534 0.125
48 0.613 0.139 0.521 0.150
52 0.606 0.154 0.504 0.164
56 0.592 0.166 0.488 0.170
68 0.589 0.175 0.393 0.179
72 0.586 0.189 0.383 0.187

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %23 azaldu.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %16 azald:.

Tablo 24. Fe™™", Mg"™*, Zn""nun benzoik asidin yikimu tizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.835 0.133 0.713 0.037
4 0.704 0.138 0.681 0.040
8 0.664 0.144 0.638 0.045
20 0.634 0.169 0.624 0.066
24 0.618 0.181 0.611 0.081
28 0.605 0.203 0.582 0.085
32 0.593 0.232 0.573 0.098
44 0.578 0.259 0.555 0.112
48 0.535 0.284 0.538 0.138
52 0.485 0.296 0.513 0.142
56 0.462 0.320 0.484 0.151
68 0.389 0.331 0.370 0.190
72 0.359 0.339 0.349 0.206

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %30 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %21 artti.
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Tablo 25. Fe™™", Mg"™*, Mn""’1n benzoik asidin yikimu iizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.817 0.288 0.688 0.044
4 0.778 0.293 0.647 0.054
8 0.757 0.302 0.638 0.067
20 0.723 0.315 0.619 0.092
24 0.709 0.331 0.589 0.105
28 0.696 0.348 0.560 0.112
32 0.673 0.356 0.546 0.120
44 0.626 0.382 0.528 0.138
48 0.605 0.396 0.507 0.144
52 0.578 0.409 0.481 0.155
56 0.553 0.414 0.468 0.167
68 0.538 0.431 0.429 0.172
72 0.523 0.448 0.425 0.183

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %11 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %15 artti.

Tablo 26. Fe™™", Mg™, Mn*™*, Zn""’nun benzoik asidin yikimi tizerindeki
etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.831 0.218 0.726 0.029
4 0.806 0.224 0.690 0.032
8 0.782 0.231 0.675 0.040
20 0.750 0.243 0.643 0.064
24 0.734 0.258 0.636 0.072
28 0.718 0.266 0.618 0.080
32 0.696 0.296 0.603 0.089
44 0.671 0.313 0.586 0.104
48 0.652 0.325 0.559 0.120
52 0.622 0.337 0.538 0.133
56 0.588 0.345 0.519 0.141
68 0.549 0.376 0.466 0.158
72 0.506 0.381 0.457 0.161

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 %20 artt1.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %23 artt1.
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Tablo 27. Fe™™", Mg"™*, Mn™*, Cu™1n benzoik asidin yikimu iizerindeki
etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.690 0.424 0.641 0.036
4 0.682 0.431 0.603 0.039
8 0.670 0.441 0.590 0.051
20 0.658 0.463 0.577 0.080
24 0.642 0.476 0.554 0.095
28 0.628 0.489 0.541 0.109
32 0.611 0.501 0.529 0.118
44 0.589 0.518 0.496 0.140
48 0.566 0.529 0.479 0.162
52 0.542 0.538 0.447 0.182
56 0.525 0.547 0.412 0.208
68 0.503 0.555 0.371 0.220
72 0.494 0.561 0.355 0.230

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %31 azaldu.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %29 azaldu.

Tablo 28. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Cu™"’1n benzoik asidin yikimi
uzerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.695 0.519 0.655 0.036
4 0.688 0.523 0.636 0.039
8 0.680 0.532 0.615 0.052
20 0.661 0.546 0.596 0.071
24 0.652 0.553 0.587 0.083
28 0.640 0.565 0.571 0.092
32 0.627 0.578 0.560 0.105
44 0.605 0.585 0.542 0.129
48 0.587 0.593 0.526 0.138
52 0.563 0.605 0.501 0.147
56 0.546 0.610 0.489 0.156
68 0.526 0.616 0.441 0.167
72 0.516 0.620 0.411 0.170

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi1 %26 azaldu.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %24 azaldi.
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Tablo 29. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Zn™"’nun benzoik asidin yikim1
tizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.712 0.367 0.696 0.020
4 0.652 0.371 0.653 0.027
8 0.588 0.386 0.628 0.035
20 0.483 0.399 0.595 0.053
24 0.457 0.412 0.577 0.069
28 0.394 0.428 0.551 0.082
32 0.371 0.442 0.537 0.094
44 0.283 0.467 0.505 0.121
48 0.266 0.488 0.481 0.134
52 0.230 0.518 0.458 0.142
56 0.212 0.531 0.433 0.152
68 0.193 0.569 0.390 0.158
72 0.186 0.580 0.363 0.161

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %58 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %51 artti.

Tablo 30. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Zn""’nun benzoik asidin yikimi
uzerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.719 0.360 0.655 0.043
4 0.648 0.382 0.622 0.051
8 0.602 0.394 0.589 0.058
12 0.569 0.405 0.561 0.064
24 0.512 0.426 0.524 0.079
28 0.481 0.438 0.507 0.090
32 0.453 0.455 0.476 0.098
36 0.409 0.471 0.453 0.121
48 0.351 0.490 0.411 0.148
52 0.318 0.528 0.393 0.160
56 0.256 0.540 0.377 0.171
60 0.216 0.562 0.361 0.177
72 0.178 0.581 0.323 0.186

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %63.4 artt1.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %54.5 artti.
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Tablo 31. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Zn™"’nun benzoik asidin yikim1
tizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.706 0.346 0.630 0.079
4 0.681 0.355 0.615 0.093
16 0.654 0.378 0.592 0.116
20 0.631 0.390 0.576 0.124
24 0.608 0.412 0.553 0.138
28 0.587 0.425 0.541 0.144
40 0.497 0.441 0.516 0.168
44 0.460 0.465 0.483 0.177
48 0.428 0.489 0.463 0.192
52 0.383 0.510 0.447 0.211
64 0.326 0.558 0.409 0.230
68 0.274 0.579 0.380 0.236
72 0.159 0.616 0.289 0.241

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %66.6 artt1.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %60.4 artt1.

Tablo 32. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Zn""’nun benzoik asidin yikimi
uzerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.726 0.351 0.671 0.082
4 0.690 0.371 0.656 0.090
16 0.669 0.386 0.627 0.123
20 0.648 0.397 0.597 0.141
24 0.619 0.427 0.579 0.156
28 0.587 0.448 0.548 0.172
40 0.545 0.466 0.516 0.189
44 0.507 0.495 0.488 0.197
48 0.451 0.520 0.465 0.219
52 0.393 0.545 0.431 0.227
64 0.319 0.593 0.386 0.234
68 0.274 0.616 0.359 0.245
72 0.166 0.624 0.343 0.251

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %65 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %61.5 artti.
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Tablo 33. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Zn""’nun benzoik asidin yikim1
tizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.706 0.301 0.653 0.073
4 0.686 0.312 0.640 0.088
16 0.651 0.328 0.628 0.105
20 0.632 0.340 0.616 0.116
24 0.621 0.355 0.597 0.129
28 0.618 0.367 0.577 0.138
40 0.587 0.389 0.560 0.151
44 0.563 0.406 0.548 0.167
48 0.538 0.419 0.526 0.174
52 0.511 0.431 0.511 0.188
64 0.473 0.453 0.483 0.206
68 0.445 0.471 0.463 0.212
72 0.428 0.498 0.436 0.224

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %28 artti.
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %30.4 artti.

Tablo 34. NADH, Fe™", Mg™", Mn**, Zn""’nun benzoik asidin yikim1
uizerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.698 0.324 0.638 0.071
4 0.676 0.336 0.621 0.086
16 0.652 0.353 0.613 0.107
20 0.635 0.368 0.597 0.119
24 0.619 0.391 0.578 0.128
28 0.606 0.415 0.560 0.142
40 0.574 0.432 0.532 0.155
44 0.556 0.448 0.515 0.167
48 0.537 0.467 0.502 0.179
52 0.511 0.487 0.487 0.186
64 0.484 0.492 0.461 0.196
68 0.462 0.501 0.454 0.200
72 0.440 0.507 0.445 0.204

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikim1 % 33.6 artt1
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %37.5 artt1
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Tablo 35. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Zn™"’nun benzoik asidin yikim1
uzerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.712 0.300 0.669 0.091
4 0.705 0.309 0.662 0.098
8 0.693 0.315 0.651 0.105
12 0.682 0.322 0.643 0.117
24 0.658 0.337 0.628 0.124
28 0.641 0.342 0.615 0.136
32 0.634 0.356 0.607 0.140
36 0.621 0.362 0.589 0.148
48 0.609 0.376 0.576 0.153
52 0.598 0.381 0.560 0.159
56 0.593 0.388 0.552 0.166
60 0.587 0.394 0.549 0.171
72 0.581 0.401 0.548 0.178

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi % 8 artt1
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbansi %16 artti

Tablo 36. NADH, Fe™", Mg*", Mn*", Zn""’nun benzoik asidin yikimi
uzerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.706 0.316 0.667 0.093
4 0.695 0.320 0.661 0.095
8 0.678 0.323 0.650 0.097
12 0.661 0.325 0.629 0.101
24 0.643 0.330 0.607 0.108
28 0.633 0.334 0.591 0.112
32 0.621 0.337 0.582 0.115
36 0.607 0.340 0.576 0.118
48 0.598 0.344 0.563 0.121
52 0.586 0.346 0.554 0.124
56 0.581 0.349 0.549 0.125
60 0.579 0.351 0.547 0.126
72 0.572 0.353 0.542 0.127

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %6.4 artti
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %38.8 artt1
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Tablo 37. NADH, Fe™", Mg™", Mn™", Zn""’nun benzoik asidin yikim1
uzerindeki etkileri

Zaman Deney Kontrol

270nm 600nm 270nm 600nm
0 0.695 0.344 0.639 0.098
4 0.668 0.358 0.608 0.105
16 0.627 0.373 0.586 0.118
20 0.612 0.381 0.563 0.127
24 0.593 0.397 0.547 0.138
28 0.571 0.416 0.531 0.145
40 0.530 0.425 0.509 0.162
44 0.507 0.439 0.485 0.176
48 0.479 0.454 0.466 0.188
52 0.451 0.468 0.442 0.194
64 0.408 0.486 0.419 0.204
68 0.372 0.507 0.394 0.211
72 0.312 0.524 0.380 0.217

270 nm’de deney grubunda benzoik asidin yikimi %47.8 artt1
600 nm’de deney grubunda bakteri absorbans1 %51 artt1
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bagli absorbans iliskisi
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Grafik 14. NADH, Ca™un benzoik asidin yikimi {izerindeki etkisinin

zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 15. NADH, Cu™" 1 benzoik asidin yikimi {lizerindeki etkisinin
zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 16. NADH, Zn""’nun benzoik asidin yikimi tizerindeki etkisinin

zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 17. NADH, Fe"™*, Mg""’un benzoik asidin yikim1 iizerindeki

etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 18. NADH, Cu™", Mn""1n benzoik asidin yikimi tizerindeki

etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 19. NADH, Ca*™, Zn""’nun benzoik asidin yikimi tizerindeki

etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 20. Fe™™, Mg"*, Cu™"’1n benzoik asidin yikimi tizerindeki etkisinin

zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 21. Fe™™, I\/Ig++, Zn""’nun benzoik asidin yikimi {izerindeki

etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 22. Fe™, Mg"™*, Mn""’1n benzoik asidin yikimi tizerindeki

etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 23. Fe™™, Mg"™, Mn™, Zn""’nun benzoik asidin yikimi tizerindeki

etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 24. Fe™™, Mg™™, Mn™, Cu™"1n benzoik asidin yikimi tizerindeki

etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 25. NADH, Fe*™*, Mg, Mn™*, Cu™"1n benzoik asidin yikim1
tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 26. NADH, Fe*™™*, Mg™*, Mn**, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 27. NADH, Fe™™*, Mg"™*, Mn™*, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 28. NADH, Fe™™*, Mg"™*, Mn™*, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi



55

—— ZamEontol
0,8
0,7
06 - g
g 0,5 %
5 0,44 =
i g
,E: D,3 T --g
= 0,21 2
= E
0,1
0 4 16 20 24 28 40 44 48 51 fd 62 T
Zaman (saat)
Grafik 29. NADH, Fe*™*, Mg"™*, Mn™*, Zn""’nun benzoik asidin yikimi
tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 30. NADH, Fe™™, Mg, Mn™, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 31. NADH, Fe"™*, Mg"™*, Mn™*, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iligkisi
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Grafik 32. NADH, Fe™™*, Mg"™*, Mn**, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 33. NADH, Fe"™™*, Mg"™*, Mn*™*, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi
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Grafik 34. NADH, Fe™™, Mg*™*, Mn™, Zn""’nun benzoik asidin yikimi

tizerindeki etkisinin zamana bagli absorbans iliskisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Benzoik asit ¢cogu cevrelerde ¢ozlinmiis ya da ¢éziinmemis formda yaygin
olarak bulunan bir metabolittir (Chipley, 1983). Benzoik asidin toprak ve su gibi
cevrelere yayllmasinda en 6nemli faktér besin koruyucu olarak kullanilmasinin
yani sira dis macunu ve kozmetik iriinlerde de bulunmasidir. Fizikokimyasal
yapisina bakildiginda benzoik asit sudan ve topraktan buharlasarak atmosfere
gecemez, ya da toprak partikiilleri ve sediment tarafindan absorbe edilemez. Bu
nedenle asil eliminasyonu aerobik ve anaerobik biyotik mineralizasyonla olur
(Kameya ve Ark., 1995).

Benzoik asit aromatik hidrokarbonlarin yikiminda anahtar ara iiriindiir
(Ngugi ve Ark., 2007) ve bilim adamlar tarafindan yapilan gesitli ¢aligmalar
ornegin; Miguez ve Ark., (1995) benzoik asidi parcalayan bakterilerin toprakta,
Brune ve Ark., (1995) agacla beslenen beyaz karincalarin bagirsaginda, Harwood
ve Ark., (1997) ise saf kiiltiirlerde oldugunu rapor etmektedir.

Bu ¢alismada Pseudomonas aeruginosa’yr kullanmamizin en Onemli
nedeni bu bakterinin toksik oOzellikteki kimyasallarin biyolojik yikimini
gerceklestirebilmesi ve solventlere karsi en direngli bakteriler arasinda olmasidir
(Sardessai ve Ark., 2003). Pseudomonas aeruginosa suslar1 benzoik asit gibi
hidrofobik substratlar iizerinde gelistikleri zaman aktif denitrifiye edici ajan
ozelligi gosterir ve biyoiyilestirmede kullanilan Onemli bir bilesik olan
biyosiirfektanlar1 (ramnolipid) tiretirler (Kahraman ve Ark., 2005).

Bakteriler genellikle pH 6-8 araliginda optimum tireme gostermektedir
(Sidal ve Ark., 1999), bu nedenle ¢alismamizda optimum pH degerini belirlemek
icin 6nce pH 7°de, sonra pH 6, pH 8, pH 5 ve pH 9’da ¢alisild1. Kiiltiir sicakligi da
bakterilerin liremesinde ve bakteriyal enzimlerin ¢aligmasinda olduk¢a énemlidir.
Yaptigimiz deneylerde 37 °C’de inkiibasyon yapilirken son deneyde ise 30 “C’de
calisildi fakat beklenen sonug alinamadi. Kahyaoglu ve Ark. (2006) ile Kahraman
ve Ark. (2005) yaptig1 ¢alismalarda da Pseudomonas aeruginosa igin optimum
inkiibasyon sicakligimin 37°C oldugu belirtilmektedir. Caligmamizda inkiibasyon

stiresi 72 saat olarak belirlendi ve 72 saat siiresince aldigimiz 6rneklerde benzoik
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asidin yikiminda ve bakteri hiicrelerinin miktarinda artis ya da azalis olup
olmadig1 gozlemlendi.

Yapilan ¢alismada deney grubuna cesitli kofaktorler eklendi ve eklenen bu
kofaktorlerin benzoik asidin yikimi lizerine etkisi kontrol grubu ile karsilagtirmali
olarak calisildi. Deney grubuna NADH eklendiginde deney grubunun kontrol
grubuna oranla % 60 daha fazla benzoik asidi yiktigi ve bakteri miktarindaki
artisin ise %51.4 daha fazla oldugu goriildii (Tablo 6) (Grafik 3). Besiyerine
NADH eklendiginde benzoik asidin daha fazla yikilmasinin nedeni NADH’in
benzoik asidin katekole parcalanmasini katalizleyen dioksijenaz enziminin
kofaktorii olarak gorev yapmasidir (Reiner,1971).

Deney grubuna ATP eklendiginde deney grubunun %35.6 daha fazla
benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %8 daha fazla oldugu
goriildii (Tablo 7) (Grafik 4). Benzoik asit Pseudomonas aeruginosa bakteri
hiicresine girdigi zaman ATP konsantrasyonunun azalmasina neden olur (Krebs
ve Ark.,1983), bu nedenle kiiltiire ATP eklendiginde benzoik asidin yikiminda ve
bakteri miktarinda artis olmaktadir.

+

Deney grubuna Fe™" eklendiginde deney grubunun %5.6 daha fazla
benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %4 daha fazla oldugu
goriildii (Tablo 8) (Grafik 5). Wang ve Ark. (2006) Pseudomonas aeruginosa
tarafindan benzoik asidin yikimmi saglayan katekol 1,2-dioksijenaz enziminin
optimizasyonu ve karakterizasyonunu yaptiklart ¢alismada, kiiltire Fe™"
eklendiginde enzim aktivitesinin %18 arttig1 gozlemlenmistir. Yapilan bu
calismaya benzer olarak bizim sonuglarimizdaki bu artis da katekol 1,2-

+++

dioksijenaz enziminin aktivitesinin Fe""" eklendiginde artmasi ve daha fazla

benzoik asidi yikima ugratmasi ile uyum gostermektedir. Deney grubuna Fe™" ve
NADH birlikte eklendiginde ise deney grubunun %65 daha fazla benzoik asidi
yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise %60 daha fazla oldugu goriildii (Tablo
13) (Grafik 10).

Deney grubuna Mg eklendiginde deney grubunun %5.6 daha fazla
benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise %4.5 daha fazla oldugu

goriildii (Tablo 9) (Grafik 6). Wang ve Ark. (2006)’nin yaptigi calismada da
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kiiltire Mg"" eklendiginde enzim aktivitesinin %4 arttig1 gdzlemlenmistir ve
calismamizla uyum gostermektedir.

Deney grubuna NADH ve Mg*" birlikte eklendiginde ise deney grubunun
%63 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise %59.8
daha fazla oldugu goriildii (Tablo 14) (Grafik 11).

Deney grubuna Mn™" eklendiginde deney grubunun kontrol grubuna
oranla %29.6 daha az benzoik asidi yikt1g1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %23
daha az oldugu goriildii (Tablo 10) (Grafik 7). Wang ve Ark. (2006)’nin yaptigi
calismada da kiiltire Mn™" eklendiginde enzim aktivitesinin %64 azaldig
gbézlemlenmistir ve buna bagli olarak da calismamizda enzim aktivitesinde
diismeye neden olmaktadir. Deney grubuna NADH ve Mn™" birlikte eklendiginde
ise deney grubunun %22 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki
artisin ise %18 daha az oldugu goriildi (Tablo 15) (Grafik 12). NADH
dioksijenaz enziminin aktivitesini arttirirken (Bagneris ve Ark.,2004), Mn""m
yiiksek konsantrasyonda kullanimi inhibisyona neden olur.

Deney grubuna Cu™" eklendiginde deney grubunun %48 daha az benzoik
asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %50 daha az oldugu goriildi
(Tablo 11) (Grafik 8). Wang ve Ark. (2006)’nin yaptig1 calismada da kiiltiire Cu™
eklendiginde enzim aktivitesinin %81 azaldig1 gdzlemlenmistir. Cu™" elektron
tasima sisteminde gorev yapan sitokrom oksidaz enziminin katalitik aktivitesinde
onemli rol oynamasina karsin (Goziikara, 2001) yaptigimiz calismada inhibitor
olarak rol oynamaktadir. Deney grubuna NADH ve Cu™  birlikte eklendiginde
ise deney grubunun %40 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki
artisin ise %31 daha az oldugu goriildii (Tablo 18) (Grafik 15).

Deney grubuna Zn™* eklendiginde deney grubunun %26 daha fazla
benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %35 daha fazla oldugu
goriildii (Tablo 12) (Grafik 9). Zn™, NAD" ve NADP" bagimli dehidrogenaz
enzimlerinde mevcut olup hidrid iyonlarinin substrattan NAD® ve NADP*
kofaktorlerine transferini saglarken ayrica DNA ve RNA polimeraz enzimlerinin
temel yapisal bileseni olarak ta gorev yapmaktadir (Goziikara, 2001). Deney
grubuna NADH ve Zn™" birlikte eklendiginde ise deney grubunun %66 daha fazla
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benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %59 daha fazla oldugu
gorildii (Tablo 19) (Grafik 16).

Deney grubuna Ca*" eklendiginde deney grubunun kontrol grubuna oranla
%12 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise %7 daha az
oldugu goriildii (Tablo 16) (Grafik 13). Wang ve Ark. (2006)’nin yaptigi
calismada kiiltire Ca'™ eklendiginde enzim aktivitesinin %7 azaldig1
gdzlemlenmistir ve buna bagh olarakta Ca™" calismamizda enzim aktivitesinde
diismeye neden olmaktadir. Deney grubuna NADH ve Ca*" birlikte eklendiginde
ise deney grubunun %6 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki
artisin ise %4 daha az oldugu goriildi (Tablo 17) (Grafik 14).

Deney grubuna NADH, Fe™ ve Mg"™ birlikte eklendiginde deney
grubunun %69 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise
%66 daha fazla oldugu goriildii (Tablo 20) (Grafik 17). Fe"™ sitokromlarm bir
kismin1 olusturur ve enzimler ve elektron tasiyan proteinler icin kofaktordiir.
Mg"" ise pek ¢ok enzimin aktivitesi i¢in kofaktdr olarak rol oynar, ATP ile
kompleks yapar ve hiicre zar1 ve ribozumu stabilize eder (Prescott ve Ark., 1996).

Deney grubuna NADH, Cu™ ve Mn™ birlikte eklendiginde deney
grubunun %80 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise
%63 daha az oldugu goriildii (Tablo 21) (Grafik 18). Mn™" fosfat gruplarinin
transferini saglayan enzime yardimci bir kofaktor olmasina ragmen (Prescott ve
Ark., 1996) calismamizda inhibitor etkisi yapmaktadir.

Deney grubuna NADH, Ca™ ve Zn™ birlikte eklendiginde deney
grubunun %8 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise %5
daha az oldugu goriildii (Tablo 22) (Grafik 19).

+++

Deney grubuna Fe™ , Mg"™* ve Cu™" birlikte eklendiginde deney grubunun

%23 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %16 daha az
oldugu goriildii (Tablo 23) (Grafik 20).

+++

Deney grubuna Fe™, Mg*™* ve Zn™" birlikte eklendiginde deney grubunun
%30 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise %21 daha

fazla oldugu goriildii (Tablo 24) (Grafik 21).
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+++

Deney grubuna Fe™, Mg*™ ve Mn"" birlikte eklendiginde deney grubunun
%11 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %15 daha
fazla oldugu goriildii (Tablo 25) (Grafik 22). Deney grubuna Fe*™*, Mg™*,Mn™" ve
Zn"" birlikte eklendiginde ise deney grubunun %20 daha fazla benzoik asidi
yiktig1 ve bakteri miktarindaki artigin ise %23 daha fazla oldugu goriildii (Tablo
26) (Grafik 23). Zn*" baz1 enzimlerin aktif kismin1 olusturdugu igin (Prescott ve
Ark., 1996) bu tiglii kombinasyona eklendigi zaman benzoik asidin yikiminda ve
bakteri miktarinda artisa neden olur. Buna karsilik deney grubuna Fe™™*, Mg™",
Mn™* ve Cu™ birlikte eklendiginde ise deney grubunun %31 daha az benzoik asidi
yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %29 daha az oldugu gortildii (Tablo 27)
(Grafik 24). Burada bu iigli kombinasyona eklenen Cu*"’m inhibitor etkisi
oldukca kuvvetlidir. Deney grubuna NADH, Fe™™", Mg™, Mn™" ve Cu™" birlikte
eklendiginde deney grubunun %26 daha az benzoik asidi yiktig1 ve bakteri
miktarindaki artisin ise %24 daha az oldugu goriildii (Tablo 28) (Grafik 25).
Bundan once yapilan deneyle Kkarsilastirilinca NADH eklendiginde enzim
aktivitesinin artmasma bagli olarak benzoik asidin yikiminda artis oldugu
gorilmektedir.

Deney grubuna NADH, Fe*™, Mg"™, Mn™" ve Zn"" birlikte eklendiginde
deney grubunun %58 daha fazla benzoik asidi yiktigi ve bakteri miktarindaki
artisin ise %51 daha fazla oldugu goriildii (Tablo 29) (Grafik 26). Bu deneyde
daha onceki deneylerde kullanilan Mangan siilfat (MnSO4.H,O)’dan farkli olarak
Mangan kloriir (MnCly) kullanildi. Deney grubuna NADH, Fe'*, Mg++, Mn** ve
Zn"" birlikte eklendiginde deney grubunun %63.4 daha fazla benzoik asidi yiktigi
ve bakteri miktarindaki artisin ise %54.5 daha fazla oldugu goriildii (Tablo 30)
(Grafik 27). Bu deneyde NADH 1n konsantrasyonu iki katina ¢ikarildigi i¢in bir
onceki deneye gore daha fazla benzoik asidin yikildigi goriilmektedir. Deney
grubuna NADH, Fe™™*, Mg"™", Mn™" ve Zn"" birlikte eklendiginde deney grubunun
%66.6 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %60.4
daha fazla oldugu goriildii (Tablo 31) (Grafik 28). Bu deneyde hem NADH’in
hem de Fe™in konsantrasyonu iki katina ¢ikarildi. Deney grubuna NADH,

Fe™, Mg"™, Mn"" ve Zn"" birlikte eklendiginde deney grubunun %65 daha fazla
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benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %61.5 daha fazla oldugu
goriildii (Tablo 32) (Grafik 29). Bu deneyde NADH, Fe''ve Mg ™un
konsantrasyonu iki katina ¢ikarildi. Yapilan bu 4 deneyin sonuglarina bakildiginda
sonuclarin birbirine olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir. Burada eklenen
kofaktorlerin konsantrasyonu arttikca enzim aktivitesinin artmasi ve buna bagl
olarak ta benzoik asidin yikim oraninin artmasi beklenmektedir, fakat substrat
miktar1 yani benzoik asidin konsantrasyonu sabit oldugu icin elde edilen
sonuglarin birbirine yakin oldugu diisiiniilmektedir.

Bundan sonraki deneylerde optimum pH degerini belirlemek amaciyla
farkli pH’larda calisildi. Deney grubuna NADH, Fe™™ Mg++, Mn™ ve zZn**
birlikte eklendiginde deney grubunun %28 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve
bakteri miktarindaki artisin ise %30.4 daha fazla oldugu goriildi (Tablo 33)
(Grafik 30). Bu deneyde NADH, Fe*"*'ve Mg"™"un konsantrasyonu iki katina
cikarildi ve pH 6’da calisildi. Deney grubuna NADH, Fe™™, Mg*™, Mn"" ve Zn**
birlikte eklendiginde deney grubunun %33.6 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve
bakteri miktarindaki artisin ise %37.5 daha fazla oldugu goriildii (Tablo 34)
(Grafik 31). Bu deneyde NADH, Fe™ve Mg"™"un konsantrasyonu iki katina
cikarildi ve pH 8’de calisildi. Lambert ve Ark. (1997)’nin yaptig1 calismada pH
6.5’da kiiltiir ortamina benzoik asit eklenildigi zaman biiyiime oraninin 10 kat
azaldigi, pH 8’de ise biiylime oraninin biraz azaldig1 gézlemlenmistir. Yapilan bu
calismaya benzer olarak bizim ¢alismamizda da pH 6’da ve pH 8’de calisildig:
zaman bakteri miktarinin azaldigi goriilmektedir. pH 6.5’da ribozomal alt tinite
proteinlerinin ve transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun baskilanmasi
nedeniyle bakterilerin biiylime oraninin azaldig1 diigiiniilmektedir. Deney grubuna
NADH, Fe™™*, Mg"™*, Mn"" ve Zn"" birlikte eklendiginde deney grubunun %8 daha
fazla benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %16 daha fazla
oldugu goriildii (Tablo 35) (Grafik 32). Bu deneyde NADH, Fe*"*ve Mg™un
konsantrasyonu iki katina ¢ikarildi ve pH 5’de ¢alisildi. pH 4 ve pH 4.5 gibi diisiik
pH’larda hiicre i¢ci pH optimum biiyiime oraninin 6nemli 6lciide altina diiser
(Lambert ve Ark., 1997). Deney grubuna NADH, Fe™", Mg™*, Mn™" ve Zn™
birlikte eklendiginde deney grubunun %6.4 daha fazla benzoik asidi yiktig1r ve



64

bakteri miktarindaki artigin ise %8.8 daha fazla oldugu goriildii (Tablo 36) (Grafik
33). Bu deneyde NADH, Fe""*ve Mg""’un konsantrasyonu iki katina ¢ikarildi ve
pH 9’da calisildi. Yapilan bu 4 deneyin sonuglarina bakildiginda deney grubuna
kofaktorler eklenmesine ragmen deney ve kontrol grubu arasindaki benzoik asidin
yikim orani farkinin azaldigr goriilmektedir. Bunun nedeni 7’den biiyiik ve 7’den
kiiciik pH’larda calisildigt zaman kiiltiir ortamina kofaktorler eklense bile bu
kofaktorler tarafindan aktivite edilen enzimlerin bu pH’larda optimum aktivite
gosterememesidir.

Deney grubuna NADH, Fe™, Mg*™, Mn™" ve Zn™" birlikte eklendiginde
deney grubunun %47.8 daha fazla benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki
artisin ise %51 daha fazla oldugu goriildii (Tablo 37) (Grafik 34). Bu deneyde
NADH, Fe™"ve Mg™un konsantrasyonu iki katma ¢ikarildi ve 30 °C’de
inkiibasyon yapildi. Daha Once yapilan bir deneyde ise deney grubuna NADH,
Fe™, Mg™, Mn™" ve Zn"" birlikte eklendiginde deney grubunun %65 daha fazla
benzoik asidi yiktig1 ve bakteri miktarindaki artisin ise %61.5 daha fazla oldugu
goriildii (Tablo 32) (Grafik 29). Bu deneyde NADH, Fe™'ve Mg ™un
konsantrasyonu iki katina c¢ikarildi ve 37 °C’de inkiibasyon yapildi. Bu iki
deneyin sonuclar1 karsilastirildiginda benzoik asidin yikimi i¢in optimum
sicakligin 37 °C oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan tiim deneylerin sonuglart degerlendirildiginde, deney grubuna
NADH, Fe™™ ve Mg"" birlikte eklendiginde, pH 7’de ve 37 °C’de inkiibasyon
yapildiginda deney grubunda benzoik asidin yikiminin maksimum degerde (%69)
arttig1 goriilmektedir. Bu deneyde saglanan kosullar Pseudomonas aeruginosa
tarafindan  benzoik asidin biyolojik yikimmin gerceklestirildigi optimum
kosullardir denilebilir. Buna karsilik deney grubuna NADH, Cu™* ve Mn*" birlikte
eklendiginde , pH 7’de ve 37 °C’de inkiibasyon yapildiginda deney grubunda
benzoik asidin yikiminin maksimum degerde (%80) azaldig1 goriilmektedir.

Bu c¢alisma literatiirdeki diger ¢alismalardan kuskusuz farkli niteliktedir,
clinkii benzoik asidin Pseudomonas aeruginosa tarafindan biyolojik yikimini

optimize eden bu denli kapsamli bir c¢alisma henliz mevcut degildir. Bu
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calismadan elde edilen verilerin kullanilmasi benzoik asit ile kirlenmis olan

cevrelerin biyo-iyilestirilmesinde 6nemli rol oynayabilir.
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